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1. Resumen.

Los microRNAs son una clase de RNAs no codificantes que regulan la expresion génica
en la etapa postranscripcional y son generados, fundamentalmente, en la via candnica de
biogénesis cuyas principales proteinas en el humano son: Drosha, DGCR8, DDXS5,
DDX17, exportina 5, Dicer y Argonauta 2.

El calcitriol es la forma hormonal de la vitamina D que ademas de regular el metabolismo
del calcio es un anticancerigeno enddgeno. Considerando que el calcitriol regula la
expresion de microRNAs en las células cancerosas, mediante elementos de respuesta
reconocidos por el receptor nuclear de la vitamina D, nos interesé estudiar si podria
también regular la expresiéon de algunos componentes de la via de biogénesis de los
microRNAs. Actualmente, se desconocen los factores celulares que regulan dicha via de
biogénesis; no obstante, parece ser blanco de la accién hormonal, como lo sugieren
reportes donde se muestra la participacidén de receptores de hormonas esteroideas.

En este trabajo, utilizamos lineas celulares de cancer cervical (SiHa, HeLa y C33-A) para
estudiar la posible regulacion de la expresion de los principales componentes de la
maquinaria de biogénesis de los microRNAs, ante el tratamiento con calcitriol.
Identificamos que solamente DDX5, DGCRS8 y Dicer aumentaron su expresion; en el caso
de los genes de DDX5 y de Dicer detectamos posibles elementos de respuesta a la
vitamina D y evaluamos su funcionalidad. De manera complementaria, determinamos el
perfil de expresion de microRNAs y observamos que la proporcion de microRNAs
inducidos fue mayor que la de aquellos disminuidos, lo cual podria estar relacionado con la
actividad antiproliferativa del calcitriol en las células tumorales. Nuestros hallazgos
sugieren que el calcitriol participa en la regulacion de la biogénesis de los microRNAs

aumentando la expresién de algunos componentes de dicha maquinaria celular.



2. Abstract.

MicroRNAs are a class of non-coding RNAs that regulate gene expression at the
posttranscriptional level and are generated, mainly, through the canonical biogenesis
pathway whose maijor proteins in humans are: Drosha, DGCR8, DDX5, DDX17, exportin 5,
Dicer and Argonaute 2.

Calcitriol is the hormonal form of vitamin D and in addition to regulating the calcium
metabolism is an endogenous anticancer molecule. Given that calcitriol regulates
microRNA expression in cancer cells, through response elements recognized by the
vitamin D nuclear receptor, we studied if calcitriol also regulates the expression of some of
the microRNA biogenesis pathway components. Currently, the cellular factors regulating
the biogenesis pathway are still unknown; however, it might be target of hormonal action,
as some reports suggest, where the participation of steroid hormone receptors was shown.
In this work, we used cervical cancer cell lines (SiHa, HeLa y C33-A) to study the
possibility of the gene expression regulation of key components of the microRNA
biogenesis machinery, upon treatment with calcitriol. We identified that only DDX5, DGCR8
and Dicer increased their expression, and in the case of DDX5 and Dicer genes we
detected potential vitamin D response elements and we evaluated their functionality. To
complete our experimental work, we determined the microRNA expression profile upon
treatment with calcitriol and we observed that the proportion of upregulated microRNAs
was higher than the proportion of those downregulated, which might be related to the
antiproliferative activity of calcitriol in tumor cells. Our findings suggest that calcitriol may
participate in the regulation of the microRNA biogenesis by increasing the expression of

some components of such cellular machinery.



3. Introduccion.

Uno de los avances mas significativos en la biologia celular moderna ha sido el
descubrimiento de los RNAs pequefios (de 20 a 30 nucleétidos) no codificantes y sus
funciones como reguladores de la expresion de los genes, tanto en plantas como en
animales (Bartel, 2004). En general, los efectos de los RNAs pequefios no codificantes
sobre la expresion génica son de tipo inhibitorio y por ello se incluyen en el contexto del
silenciamiento por RNA. Para realizar sus funciones, este tipo de RNAs se asocian con
proteinas que finalmente son las que generan el efecto inhibitorio sobre la expresion de los
genes. Las moléculas de RNA, por lo tanto, actian como factores de especificidad que
dirigen a las proteinas hacia los acidos nucleicos blanco. Hasta ahora se conocen tres
categorias principales de RNAs pequeinos, descritas s6lo en eucariontes: los RNAs
pequefios interferentes (siRNAs, por sus siglas en inglés), los microRNAs (miRNAs) y los
RNAs que interactuan con proteinas Piwi (piRNAs, por sus siglas en inglés) (Carthew y
Sontheimer, 2009). En particular, los microRNAs representan la categoria de RNAs
pequeios mas estudiada y de la cual se tiene una amplia evidencia sobre su relevancia en
la fisiologia celular (Sayed y Abdellatif, 2011; Jansson y Lund, 2012). Los microRNAs
fueron descubiertos en estudios genéticos realizados con el gusano nematodo
Caenorhabditis elegans y se determind su participacion en la regulacion del desarrollo de
dicho organismo (Lee et al., 1993; Reinhart et al., 2000). Posteriormente se observo que
las plantas y los animales utilizan también este tipo de RNAs reguladores en diversos
procesos fisioldgicos; de hecho, se considera que los microRNAs podrian regular a la
mitad de los RNAs mensajeros codificados en el genoma humano (Bartel, 2009). El

estudio sobre la regulacidon de la biogénesis de los microRNAs es reciente y comienza a



mostrar que la red de factores que modulan la generacion de los microRNAs es realmente

compleja.

3.1 Biogénesis de los microRNAs.

La via candnica de biogénesis de los microRNAs comienza con la transcripcion en el
nucleo celular, donde transcritos primarios largos (de alrededor de 1000 nucleétidos, o
mas) son producidos y deben ser procesados secuencialmente para dar origen a los

microRNAs maduros (figura 1).

Citoplasma

1. Represidn de la traduccioén.

Gen de un microRNA oy :
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Figura 1. Via canonica de biogénesis de los microRNAs. Los genes de los microRNAs son
transcritos generalmente por la RNA polimerasa |l como pri-microRNAs que tienen una caperuza
(cap) en el extremo 5’ y una cola de poli-adenilacién en el extremo 3'. La estructura de tallo y asa
de los pri-microRNAs es reconocida por el complejo del Microprocesador, compuesto por DGCRS,
Drosha, DDX17 y DDX5. La actividad enzimatica de Drosha genera los pre-microRNAs que son
exportados fuera del nucleo por la exportina 5. La enzima Dicer remueve el asa de los pre-
microRNAs en el citoplasma y genera los microRNAs maduros. Sélo una de las cadenas de RNA
se asocia con la proteina Argonauta 2 del Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA (RISC)
para realizar el silenciamiento en la etapa postranscripcional. Los microRNAs reconocen sitios
especificos en sus RNAs mensajeros blanco, generalmente ubicados en la regién no traducida del
extremo 3’. Una complementariedad parcial entre el microRNA y su RNA mensajero blanco
produce la represion de la traduccién, sin involucrar la degradacidon del mensajero. Una
complementariedad total implica que el RNA mensajero blanco sea degradado para generar la
represion. (Esquema obtenido de Gonzalez-Duarte et al., 2014).
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El genoma humano contiene genes de microRNAs que generalmente son transcritos por la
RNA polimerasa Il. Dichos transcritos primarios, denominados como pri-microRNAs, tienen
una caperuza en el extremo 5’, una cola de poli-adenilacién en el extremo 3’ y adquieren
una estructura de tallo y asa que es procesada durante la maduracion. En el primer paso
del procesamiento, el cual ocurre en el nucleo, se remueve la estructura de tallo y asa del
resto del transcrito, lo que da origen a los precursores conocidos como pre-microRNAs.
Este primer corte es realizado por la enzima Drosha (una RNasa tipo Ill) cuya actividad
depende del cofactor proteico DGCR8 para que el corte sea preciso y eficiente. El primer
corte es critico y aunque la enzima Drosha lo realiza, ésta no es capaz de unirse
directamente al pri-microRNA, por ello requiere de DGCRS8 que le sirve como un “anclaje
molecular” que posiciona correctamente el sitio catalitico de Drosha a la distancia correcta
de la unidn entre el tallo y los flancos del transcrito primario (Carthew y Sontheimer, 2009).
Es importante mencionar que Drosha y DGCR8 forman parte de un complejo de proteinas
conocido como complejo del Microprocesador, del que actualmente se desconoce su
composicidn bioquimica exacta. Dentro de las proteinas hasta ahora reportadas como
parte de dicho complejo destacan las helicasas de RNA DDX5 (p68) y DDX17 (p72),
miembros de la familia DEAD box de helicasas de RNAs, que son proteinas
multifuncionales expresadas de manera ubicua en los tejidos y que participan en la
transcripcion, el procesamiento de RNA y en la biogénesis de los microRNAs (Fuller-Pace
y Moore, 2011).

El siguiente paso en el procesamiento de los microRNAs implica la eliminacién del asa
terminal en el tallo del pre-microRNA para generar el duplex con el microRNA maduro. Los

pre-microRNAs son primero exportados desde del nucleo hacia el citoplasma mediante la
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accion de la exportina 5, después la enzima Dicer realiza el segundo corte. Dicer es una
RNasa tipo Il que posee un dominio PAZ (Piwi Argonaut and Zwille) que le permite
interactuar con el extremo saliente 3’ en el borde terminal del RNA de doble cadena,
determinando el sitio de corte con precision. Los dos sitios cataliticos de RNasa Ill que
posee Dicer son ubicados a dos vueltas de hélice (22 pares de bases) de distancia de
donde el dominio PAZ se uni6 al extremo terminal. El resultado del corte consiste en el
microRNA maduro de doble cadena. Es importante sefialar que los dominios PAZ también
estan presentes en las proteinas Argonautas y les sirven para la unidon a los extremos
duplex del RNA, especialmente aquellos con pequefios extremos salientes (de 2
nucleotidos) en el 3’. Los productos de doble cadena generados por Dicer se incorporan
en el ensamblado del Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA (RISC, por sus siglas
en inglés). Lo anterior implica la separacion de las cadenas del duplex de RNA vy la
asociacion estable de solo una de ellas con la proteina Argonauta 2. La cadena del
microRNA maduro asociada con la proteina Argonauta 2 del RISC permite realizar el
silenciamiento postranscripcional. Los microRNAs reconocen sitios especificos en sus
RNAs mensajeros blanco, generalmente ubicados en la region no traducida del extremo 3'.
Cuando hay una complementariedad parcial entre el microRNA y su RNA mensajero
blanco ocurre la represion de la traduccion, sin involucrar la degradacion del mensajero.
Por otro lado, si la complementariedad es total, el RNA mensajero blanco es degradado
para generar la represion (Bartel, 2004; Carthew y Sontheimer, 2009; Finnegan y
Pasquinelli, 2013).

Un concepto importante sobre la interacciéon entre un microRNA y su RNA mensajero
blanco es que no se requiere de la complementariedad total entre las bases de ambos

acidos nucleicos, por lo tanto, un solo microRNA podria regular a un gran numero de
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RNAs mensajeros. Por otro lado, un mismo RNA mensajero puede ser regulado por varios
microRNAs. Lo anterior implica una gran complejidad en el estudio de la regulacion de la
expresion génica mediada por microRNAs (Friedman et al., 2009). De manera interesante,
las caracteristicas de la interaccion entre un microRNA y su RNA mensajero blanco han
permitido el desarrollo de programas computacionales que posibilitan realizar predicciones
tedricas sobre las asociaciones entre un microRNA y sus posibles blancos (Peterson et al.,
2014). No obstante, siempre es necesaria la validacion experimental (in vitro e in vivo).

Es importante sefalar que la biogénesis de los microRNAs puede tener mecanismos
alternativos. Algunos estudios han demostrado que existen vias no-canonicas de
biogénesis de microRNAs, conservadas entre diferentes organismos. Por ejemplo: en
Drosophilay en C. elegans se descubri6 una clase de pre-microRNAs que no necesitan de
Drosha para ser generados. Dichos pre-microRNAs han sido denominados como
“mirtrones”, por su similitud con los intrones, ya que son generados por la maquinaria del
splicing. Los mirtrones son exportados fuera del nucleo por la exportina 5 y son integrados
al resto de la via candnica de procesamiento (Ruby et al., 2007). Por otro lado, también se
han descrito microRNAs generados a partir de precursores llamados “simtrones”, cuya
biogénesis requiere de Drosha pero no requiere de DGCRS8, Dicer o Argonauta 2 (Havens
et al., 2012). Aunque sdlo una fraccion de los microRNAs conocidos son generados por
vias no-canodnicas, estos hallazgos implican que la versatilidad en la generacion los
microRNAs le permite a la célula una regulacién mas precisa de la expresion génica (Xie y

Steitz, 2014).
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3.2 La vitamina D y el calcitriol.

La vitamina D3 es una molécula que puede ser sintetizada en nuestro organismo mediante
un proceso de biosintesis que comienza en la piel, con la exposicidn a la radiacién
ultravioleta B presente en la luz solar, y que adicionalmente puede ser obtenida de la
dieta. En términos generales, el proceso comienza cuando el 7-dehidrocolesterol (pro-
vitamina D3) es convertido en un compuesto denominado como pre-vitamina D3 mediante
sintesis fotoquimica. Dicha pre-vitamina es convertida en la vitamina D3 (colecalciferol) por
un cambio conformacional; a saber, una isomerizacién que ocurre en las capas basales de
la epidermis. Se sabe que la vitamina D3 viaja por el torrente sanguineo unida a una
proteina denominada como proteina de unién a vitamina D. Una vez en el higado, la
vitamina D3 es hidroxilada por la enzima 25-hidroxilasa y como consecuencia se genera el
25-hidroxicolecalciferol. Dicho compuesto es posteriormente hidroxilado en la posicion 1a,
ahora en el riidn, por la enzima 1a-hidroxilasa, dando como resultado la generacion del
secosteroide activo: el 1a,25-dihidroxicolecalciferol, también conocido como calcitriol. Por
otro lado, la accion del calcitriol es limitada por el catabolismo, debido principalmente a la
accion de la enzima 24-hidroxilasa, la cual genera compuestos inactivos (como el
1a,24,25-trihidroxicolecalciferol) que son finalmente excretados del organismo (Deeb et

al., 2007).
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3.3 Mecanismo de accion del calcitriol.

El calcitriol es el metabolito de la vitamina D que presenta la mayor actividad biolégica en
la regulacion de la homeostasis del calcio y la mineralizacion de los huesos y se sabe que
su deficiencia esta relacionada con la osteoporosis y el raquitismo (Holick, 1996). Para
ejercer sus efectos biologicos, el calcitriol debe unirse con el receptor de la vitamina D
(VDR), el cual es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares que, en los
mamiferos, esta presente en casi todos los tejidos, lo cual indica una amplia y diversa
actividad fisioldgica. EI VDR actua como un factor de transcripcion y se ha demostrado
que forma heterodimeros con el receptor X de retinoides (RXR), otro receptor nuclear cuyo
ligando es el acido 9-cis-retinoico. Dicho heterodimero reconoce sitios especificos en el
DNA, denominados como elementos de respuesta a la vitamina D (VDREs). Los VDREs
se componen de dos secuencias repetidas, con seis nucledtidos cada una, separadas por
una region intermedia de un numero variable de nucledtidos (generalmente 3 o 4). Por
ejemplo, la secuencia GGTCCA-NNN-GGTCCA (donde N se refiere a cualquier
nucleotido) es conocida como VDRE tipo DR3. Es interesante destacar que para la
activacion de la transcripcion, el VDR ocupa el repetido hacia 3’ mientras que el RXR
ocupa el repetido hacia 5’ del VDRE (Carlberg y Campbell, 2013) (figura 2).

Se ha demostrado la presencia de este tipo de VDREs en los promotores proximales de
varios genes cuya transcripcion es activada por el calcitriol; como ejemplos tenemos el de
CYP24A1, que codifica para la enzima responsable del catabolismo del calcitriol; BGLAP,
que codifica para la osteocalcina expresada en células del hueso y CDKN1A, que codifica
para p21, un inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas (Deeb et al., 2007). Cabe

senalar que los niveles de induccién del gen CYP24A1, debidos al calcitriol, llegan a ser

15



mayores a 10,000 veces, por lo que es considerado como el blanco mas sensible a dicho
metabolito. En contraste, la mayoria de los otros genes blanco son mucho menos
sensibles y generalmente presentan niveles de induccion de dos veces, o0 menos, ante el

tratamiento con el calcitriol (Carlberg, 2011).

Calcitriol

( \

Tipo DR3: 5'- GGTCCA-NNN-GGTCCA -3’

Figura 2. Regulacioén transcripcional mediada por el calcitriol. Los efectos gendmicos del calcitriol
requieren de su unién al receptor de la vitamina D (VDR) asociado al receptor X a retinoides
(RXR). El heterodimero se une a regiones especificas del DNA gendémico denominadas como
elementos de respuesta a la vitamina D (VDRES) para activar la transcripcion de los genes blancos
del calcitriol. Los VDREs generalmente se localizan en el promotor de un gen blanco y el tipo DR3
es el que se ha reportado en mayor proporcioén.

16



3.4 Actividad antitumoral del calcitriol.

La evidencia epidemioldgica ha mostrado una asociacién entre la deficiencia de vitamina D
y el riesgo de padecer cancer (Garland et al., 2006). En particular, varios estudios
epidemiologicos han mostrado una correlacion entre un bajo nivel sérico del 25-
hidroxicolecalciferol (el metabolito aceptado como medida de las reservas corporales de
vitamina D) y un riesgo incrementado para cancer colorectal, de mama y de prostata
(Trump et al., 2010; Pereira et al., 2012). De manera interesante, estudios realizados con
ratones VDR-/- mostraron hiperproliferacién y un incremento en la actividad mitética en el
colon descendente, lo cual indicé un posible papel de la sefalizacion regulada por el
calcitriol en el contexto de la supresién de tumores (Kallay et al., 2001). Actualmente, la
evidencia experimental plantea que el tratamiento con calcitriol genera un efecto de
inhibicién sobre la progresion del ciclo celular en células tumorales pero las bases
moleculares que describen dicho efecto difieren de un tipo de células tumorales a otro.

Por ejemplo: el calcitriol activa la transcripcion de CDKN1A e induce la diferenciacion y el
arresto del ciclo celular en células mielomonociticas humanas U937. Por otro lado, en
células MCF7 de cancer de mama el calcitriol aumenta la expresion de CDKN1A y también
de CDKN1B (el cual codifica para p27, un inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas) y
reprime la expresion de varias ciclinas (D1, D3, A1y E1) y con ello conduce a la inhibicién
de la actividad de cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y a la hipofosforilacion de pRb
(Deeb et al., 2007). Ademas de los efectos del calcitriol sobre la inhibicién de la
proliferacion de células tumorales, existen reportes que demuestran que dicha hormona
también regula elementos importantes de la apoptosis, reprimiendo la expresion de

proteinas anti-apoptoticas como BCL2 y BCL-XL, o induciendo la expresion de proteinas
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pro-apoptéticas (como BAX, BAK y BAD) (Trump et al., 2010). Cabe sefialar que el
mecanismo mediante el cual el calcitriol reprime la expresion génica es poco conocido; sin
embargo, se ha propuesto la participacion de elementos de respuesta a la vitamina D
negativos (nVDRESs) o la competencia por la union al DNA entre el VDR vy otros factores de
transcripcion. Recientemente, nuestro grupo de investigacion reporté evidencia sobre el
mecanismo por el cual el calcitriol inhibe la expresion del oncogén hEAG1, el cual codifica
para un canal idnico que favorece el desarrollo tumoral. Se identificé que el promotor del
gen hEAG1 contiene un elemento regulador negativo, tipo caja E, y su relacién con la
disociacion de un complejo multiproteico formado por el VDR, el RXR, el factor de
transcripcion del sindrome de Williams y el represor de la interaccion de la vitamina D, en
presencia del calcitriol (Cazares-Ordofiez et al., 2015).

Otros estudios han descubierto un nuevo grupo de blancos cuya expresion puede ser
regulada por el calcitriol: los microRNAs (Wang et al., 2011, Gocek et al., 2011; Alvarez-
Diaz et al.,, 2012; Kasiappan et al.,, 2012; Feldman et al., 2014). En general, se ha
observado una mayor proporcidon de microRNAs inducidos por el calcitriol que aquellos
disminuidos en su expresion (Giangreco y Nonn, 2013). El hecho de que el calcitriol regule
la expresion de genes mediante microRNAs ha abierto un nuevo e interesante tema de
estudio, dada la importancia de estos pequefios RNAs no codificantes en la fisiologia

celular.
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4. Antecedentes.

Las hormonas esteroideas regulan una amplia variedad de procesos fundamentales para
el organismo. Estudios recientes han demostrado que los efectos hormonales también
implican la modificacion de la expresién de microRNAs. Por ejemplo: el estradiol puede
tanto inducir como inhibir la expresion de microRNAs en células humanas de cancer de
mama y en células de endometrio, asi como en células de glandula mamaria de rata y de
utero de ratén (Klinge, 2012). Por otro lado, en un estudio realizado con calcitriol y con
testosterona en células de cancer de proéstata, se evalud tanto el perfil de expresion de
RNAs mensajeros como el de microRNAs y se observd que ambas hormonas pueden
regular la degradacion de RNAs mensajeros mediante la accion de microRNAs. Estas
observaciones revelaron la presencia de circuitos de regulacidon muy precisos que generan
cambios generales en la cantidad tanto de RNAs mensajeros como de proteinas (Wang et
al., 2011).

Como se menciond previamente, en la via candnica de biogénesis de los microRNAs
participan una serie de proteinas que actuan de manera coordinada desde el nucleo hasta
el citoplasma. Aunque los genes que codifican dichas proteinas estan identificados, se
sabe poco sobre los factores que regulan su expresion. El tema de la regulaciéon de la
maquinaria de biogénesis de los microRNAs esta en sus inicios; sin embargo, existe
evidencia de que la accion hormonal puede tener un papel importante en ese contexto
(Fletcher et al., 2014; Gonzalez-Duarte et al., 2014). Uno de los primeros estudios sobre
este tema demostré6 que la expresiéon del gen humano de Dicer es inducible por el
estradiol. En dicho trabajo se observd que el estradiol aumentd la expresion del RNA
mensajero de Dicer en células MCF-7 de céncer de mama. Los autores del trabajo

reportaron que ademas de que el estradiol modificd la expresion de algunos microRNAs,
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también aumentd la expresidon de la enzima Dicer, cuya funcion es crucial en el
mecanismo general de silenciamiento por RNAs. Estos resultados indicaron que el
estradiol podria influir sobre la biogénesis de los microRNAs (Bhat-Nakshatri et al., 2009).
Otro trabajo importante sobre la regulacion de componentes de la biogénesis de los
microRNAs por hormonas esteroideas fue realizado utilizando el utero de ratones. En
dicho estudio se evaluaron los efectos del estradiol y la progesterona sobre la expresion
de Drosha, DGCRS8, exportina 5 y Dicer. Los autores reportaron que tanto el estradiol
como la progesterona aumentaron la expresion del RNA mensajero de la exportina 5,
mientras que solo la progesterona aumentd la expresion del RNA mensajero de Dicer.
También observaron que dicho efecto en la cantidad del RNA mensajero coincidié con el
incremento de las proteinas correspondientes, en ambos genes (Nothnick et al., 2010).
Para determinar si el aumento detectado en la expresidon de la exportina 5 y de Dicer podia
favorecer el procesamiento de los microRNAs, los autores evaluaron la expresion del
microRNA-451, el cual ya habian descrito como inducible por el estradiol en el tejido
uterino (Nothnick, 2008). Los investigadores observaron que la expresion del microRNA-
451 fue incrementada por ambas hormonas en los mismos tiempos de tratamiento donde
se detectd el aumento en la expresion de la exportina 5 y de Dicer. Por lo anterior sugieren
que esto podria ser un mecanismo adicional con el que las hormonas esteroideas
favorecerian el procesamiento de los microRNAs (Nothnick et al., 2010).

Las helicasas de RNA, DDX5 y DDX17 son otros componentes asociados a la biogénesis
de los microRNAs, formando parte del complejo del microprocesador (Gregory et al.,
2004). Se ha descrito que DDX5 es en realidad una proteina multifuncional que puede
interactuar con otras proteinas como las Smads (que son transductores de sefales de la

familia de TGF-B) y el supresor de tumores p53 (Warner et al., 2004; Bates et al., 2005).
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Ademas DDX5 funciona como un coactivador de receptores nucleares como el receptor de
androgenos y el receptor de la vitamina D (Clark et al., 2008; Wagner et al., 2012). Esta
informacion indica que dichas helicasas participan en la respuesta celular ante el estimulo
hormonal y, por otro lado, plantea la pregunta sobre si la expresion de DDX5 y DDX17
puede ser blanco de algunas hormonas. Hasta ahora, la helicasa GRTH/DDX25,
expresada especificamente en testiculo y esencial para la espermatogénesis, es el unico
ejemplo descrito de una helicasa de RNA regulada por una hormona: la gonadotropina
coriénica humana (Tsai-Morris et al., 2010).

Los efectos gendmicos de las hormonas implican, generalmente, la participacién de
receptores nucleares especificos que regulan la transcripcion de los genes blanco. La
informacion actual muestra que las hormonas esteroideas modifican tanto la expresion de
genes que codifican proteinas como la de genes que codifican microRNAs. Diversos
trabajos indican que las hormonas esteroideas pueden aumentar directamente la
expresion de microRNAs mediante la accidon de los receptores nucleares; no obstante, otro
panorama factible consiste en que algunos de los genes que codifican para las proteinas
de la maquinaria de biogénesis de los microRNAs tengan elementos de respuesta a
hormonas en regiones especificas (como el promotor del gen) y que un aumento en su
expresion contribuya con un aumento en el procesamiento de los microRNAs. Esto nos
indica que el mecanismo especifico y detallado no estd completamente definido. El

panorama actual se resume graficamente en la figura 3.
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Figura 3. Evidencia cientifica sobre la regulacion hormonal de la biogénesis de los microRNAs.
Varios reportes indican que las hormonas esteroideas pueden regular la expresion tanto de los
microRNAs como de algunos componentes de la maquinaria de biogénesis, lo que finalmente
afecta el perfil de expresién de los microRNAs en las células. Otros trabajos han demostrado que
el calcitriol también modifica la expresion de los microRNAs, pero no describen alguna modulacion
en la expresiéon de componentes de la via de biogénesis.

Un hallazgo fundamental en la biologia del cancer ha sido la observacién de que los
tumores humanos presentan cambios en su perfil de expresion de microRNAs, en
comparacion con los tejidos sanos (Lu et al., 2005; Jansson y Lund 2012). Otros estudios
mostraron la acumulacion de pri-microRNAs en las células tumorales, lo cual indicé una
posible alteracion en la via de biogénesis de los microRNAs (Thomson et al., 2006). La
evidencia que apoya la idea anterior se encontré en anormalidades en el numero de
copias de los genes de Dicer, exportina 5 y Argonauta 2 en cancer de mama y de ovario,
asi como en el melanoma (Zhang et al., 2006; Kim et al., 2010). Adicionalmente, la

disminucién en la expresiéon de componentes de la biogénesis de los microRNAs ha sido
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asociada a un mal prondstico en el carcinoma hepatocelular (Kitagawa et al., 2013). Un
estudio clave en este contexto demostré que la falta de Drosha, DGCRS8 o Dicer promueve
drasticamente la generaciéon de tumores y sus cualidades invasivas (Kumar et al., 2007).
Como se mencion6 previamente, la ribonucleasa Dicer es un componente fundamental del
procesamiento de los microRNAs. De manera interesante, se ha demostrado que en
varios tipos de cancer existe especificamente una disminucion en la expresién de Dicer, y
esto se ha relacionado con un mal pronéstico en los pacientes (Merritt et al., 2008; Guo et
al., 2012; He et al., 2014). Ademas, se ha propuesto que dicha disminucion esta asociada
con la metastasis (Martello et al., 2010). En cuanto a las helicasas de RNA DDX5 y
DDX17, hay estudios con lineas celulares que han mostrado que ambas participan en la
proliferacion y en la diferenciacion celular, aunque su funcion especifica esta poco
establecida. También se ha propuesto que la alteracion en la expresion y/o la funcion de
ambas juega un papel importante en el desarrollo del cancer. De hecho, hay estudios que
describen que DDX5 y DDX17 inducen la proliferacion celular y que podrian ser
oncogénicas; sin embargo, también hay varios ejemplos en donde DDX5 y DDX17 tienen
acciones inhibitorias sobre la proliferacion, actuando como supresores de tumores.
Aunque estos datos parecen contradictorios, hay que resaltar que indican que la funcién
precisa de DDX5 y DDX17 podria depender del tipo celular del tumor y de la expresion de
otras proteinas con las cuales interactuan estas helicasas (Fuller-Pace y Moore, 2011;
Paris et al., 2012).

Los diversos reportes que asocian las alteraciones en la expresion de componentes de la
biogénesis de los microRNAs con el desarrollo del cancer aportan informaciéon biomédica
valiosa para considerar a estos genes, y sus proteinas, como potenciales biomarcadores

en el cancer e incluso como nuevos blancos terapéuticos (van Kouwenhove et al., 2011;
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Diaz-Garcia et al., 2013; De Santa et al., 2013). Aunque el estudio de la regulacion de la
maquinaria de biogénesis de los microRNAs ha comenzado recientemente, sugiere la
participacion de diversos factores celulares. Parte de la evidencia experimental actual
muestra que las hormonas esteroideas pueden aumentar la expresion de algunos
componentes clave del procesamiento de los microRNAs y asi favorecer la maduracion de
estos. Considerando que el calcitriol aumenta la expresion de microRNAs en diversas
células tumorales, en el presente estudio utilizamos lineas celulares de cancer cervical
para investigar si dicha hormona modifica la expresién de componentes de la maquinaria
de biogénesis de los microRNAs y, de manera relacionada, la expresion diferencial de

microRNAs.
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5. Hipotesis.
El calcitriol modula la expresion génica de componentes de la maquinaria de biogénesis

de los microRNAs, por tanto modifica el perfil de expresion de los microRNAs.

6. Objetivo general.
Estudiar el efecto del calcitriol tanto en la expresion de los principales genes de la
biogénesis como en el perfil de expresién de los microRNAs mediante técnicas in vitro y

analisis computacionales.

7. Objetivos especificos.
1. Determinar si alguno de los componentes de la biogénesis de los microRNAs
modifica su expresion debido al calcitriol (utilizando lineas celulares de cancer

cervical).

2. ldentificar posibles VDREs en los genes que cambiaron su expresion ante el

tratamiento con el calcitriol y evaluar la funcionalidad de dichos VDREs.

3. Obtener el perfil de expresion de microRNAs, ante el tratamiento con el calcitriol,
para plantear un panorama relacionado con los cambios en la expresion de genes

de la maquinaria de biogénesis.
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8. Materiales y métodos.

8.1 Cultivo celular.

Se Uutilizaron las lineas celulares de cancer cervical humano SiHa, HeLa y C33-A
obtenidas del ATCC (E.E.U.U). Las células fueron cultivadas en el medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) alto en glucosa y con rojo de fenol (Gibco, E.E.U.U.),
suplementado con 5 % de suero fetal bovino inactivado (Thermo, E.E.U.U.) y antibiticos
(100 U/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina, obtenidos de Gibco, E.E.U.U.).
Para los experimentos, las células fueron sembradas en medio de cultivo DMEM
suplementado con 5 % de suero fetal bovino inactivado y tratado con carbon-dextran para
eliminar los esteroides del suero. Se utilizaron condiciones estandar de incubacion de 37
°C en una atmosfera con un 5 % de CO,. Las células fueron incubadas durante 24 horas
antes del tratamiento con el calcitriol o con 0.1 % de etanol (vehiculo del calcitriol) como

control. El calcitriol utilizado fue donado por Hoffmann-La Roche Ltd (Suiza).

8.2 Construccion del plasmido pGL4.10-promotorDDX5.

El promotor del gen DDX5 humano fue reportado por Rossler (Rossler et al., 2000) y esto
fue considerado para clonarlo en un sistema de gen reportero. Un fragmento de 860 pb fue
obtenido mediante PCR utilizando una polimerasa de DNA de alta especificidad
(AccuPrime GC-Rich DNA Polymerase de Invitrogen, E.E.U.U.) y los reactivos incluidos
con la enzima. Como templado se utiliz6 DNA gendmico humano obtenido de un individuo

sano mediante el kit comercial lllustra blood genomicPrep Midi Flow (GE Healthcare
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Lifesciences, E.E.U.U). Los oligonucledtidos 5’-ATTCTCGAGGCCTGCCATGTTTC-3' y 5'-
TTCTCGAGGACACCAGCCGAAG-3’ incluyeron un sitio para la enzima de restriccion Xho
| (subrayado) para utilizarlo en la clonacion molecular. Elegimos dicha enzima porque
previamente verificamos que el inserto no fuera cortado por ella, utilizando el programa
NEBcutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). El programa utilizado para PCR fue: 95 °C
por 3 minutos, 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 65 °C por 30 segundos y 72 °C por 1
minuto y una extension final a 72 °C por 10 minutos. El tamano del producto de PCR fue
verificado en geles de agarosa al 1 %. El fragmento de DNA fue ligado con la enzima T4
ligasa (Promega, E.E.U.U.) en el sitio de clonacion multiple del vector pGL4.10 (Promega,
E.E.U.U.), el cual carece de un promotor y contiene el gen de la luciferasa de luciérnaga
como reportero. El plasmido generado: pGL4.10-promotorDDX5 fue utilizado para
transformar bacterias DH5a (E. coli) mediante el método quimico y para la seleccion de
las clonas positivas se utilizd “PCR de colonia” (agregando una pequefa cantidad de
bacterias a cada reaccion de PCR para obtener el templado). El plasmido producido por
los cultivos bacterianos seleccionados fue purificado utilizando el kit Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega, E.E.U.U.). Considerando que el fragmento
de PCR clonado tenia en cada extremo un sitio para Xho | y, precisamente, para evitar
tener un plasmido equivocado, comprobamos tener la construccion correcta. La
orientacion adecuada del inserto fue determinada mediante PCR: utilizando el mismo
oligonucledtido directo que en el PCR de colonia y un oligonucleétido reverso que se
alinea dentro del promotor de DDX5. La secuencia del inserto fue verificada por

secuenciacion de DNA utilizando el sistema Dye terminador cycle sequencing with Quick
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Start kit (Beckman Coulter, E.E.U.U.) en un secuenciador automatico CEQ 8800 marca

Beckman Coulter.

8.3 Transfeccion de las células y ensayos de actividad de luciferasa.

Las células fueron cultivadas en placas de seis pozos hasta alcanzar una confluencia
aproximada del 80 %, requerida para la transfeccion con el reactivo FUGENE HD (Roche,
Alemania) y 1 ng del plasmido pGL4.10-promotorDDX5. Dado que utilizamos el sistema
Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega, E.E.U.U.) para determinar la actividad de la
luciferasa, se realizé también la cotransfeccion con 2.5 ng del plasmido pGL4.73 (que
expresa a la luciferasa de Renilla reniformis bajo el control del promotor del SV40;
Promega, E.E.U.U.). Esto sirvi6 como un control de la eficiencia del procedimiento de
transfeccion y para normalizar los datos obtenidos. El periodo de incubacién con la mezcla
de reaccion para transfeccion fue de 24 horas y posteriormente el medio de cultivo fue
reemplazado con medio fresco con los tratamientos correspondientes. En estos
experimentos también utilizamos el acido 9-cis-retinoico (Santa Cruz Biotechnology,
E.E.U.U.) disuelto en etanol, como en el caso del calcitriol. Las células fueron cosechadas
24 horas después del tratamiento, utilizando una solucion amortiguadora de lisis pasiva 1X
(Promega, E.E.U.U.) y para determinar la luminiscencia se utilizé un equipo multimodal HT

Synergy (Biotek Instruments, E.E.U.U.).
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8.4 Extraccion del RNA total y sintesis de cDNA.

Se utilizé el protocolo estandar para la extraccion del RNA total (Chomczynski y Sacchi,
1987) utilizando el reactivo TRI-Reagent (Ambion, E.E.U.U.). EI RNA obtenido fue disuelto
en agua grado PCR (Promega, E.E.U.U.), cuantificado mediante espectrofotometria (260
nm / 280 nm) y su integridad fue evaluada mediante electroforesis en geles de agarosa.
Su almacenamiento fue a -70 °C. Para la sintesis del cDNA, se utilizaron 3 ng de RNA
total y el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche, Alemania) utilizando el
método de cebado con oligo-(dT)1s y una temperatura de sintesis de 42 °C durante 90

minutos.

8.5 PCR en tiempo real (QPCR).

Para el disefio de los ensayos de qPCR se utilizd el programa computacional ProbeFinder
de Roche Applied Science (http://gpcr.probefinder.com/organism.jsp) empleando las
secuencias de los RNAs mensajeros de los genes: Drosha, DGCR8, DDX5, DDX17,
exportina 5 (XPO 5), Dicer, Argonauta 2 (EIF2C2), CYP24A1 y gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), obtenidas del GenBank
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/). Los experimentos fueron realizados con el cDNA
previamente obtenido y la mezcla de reaccion para PCR del sistema LightCycler 2.0
(Roche, Alemania) que implica el uso de sondas de hidrdlisis tipo TagMan de la Universal
Probe Library para humano. Los parametros de PCR utilizados en estos experimentos
fueron los siguientes: un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C por 10 min, 45 ciclos de
94 °C por 10 segundos, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por 1 segundo, tal y como se
indica en el protocolo del equipo de Roche. Los datos obtenidos fueron procesados con el

software LightCycler 4.1 de Roche, utilizando un analisis de cuantificacion relativa. Los
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resultados fueron normalizados con respecto a la expresion del gen GAPDH, ya que es

una referencia adecuada porque su expresion no es afectada por el calcitriol (Avila et al.,

2010; Cazares-Ordonez et al., 2015). En la tabla 1 se muestra el simbolo oficial de cada

gen, el numero de acceso del RNA mensajero, los oligonuclettidos y la sondas tipo

TagMan utilizados para qPCR.

Tabla 1. Oligonucleétidos y sondas utilizados para evaluar la expresién génica mediante

gPCR.
Gen Numero de acceso Oligonucledtidos Sonda
(mRNA)
5'-GGCCCGAGAGCCTTTTATAG-3’
DROSHA NM 013235 17
- 5-TGCACACGTCTAACTCTTCCAC-3
5-AAAACTTGCGAAGAATAAAGCTG-3
DGCRS8 NM_ 022720 47
5-TCTGTTTAACAAAGTCAGGGATGA-3’
5-GATCGTGACCGTGGAGGAT-3
DDX17 NM 006386 77
- 5-AAATTTCTTCGGGGGAAGG-3
5-GCCATGTCGGGTTATTCG-3
DDX5 NM_004396 69
5-GGTTTCCAAACTTCTTTCCAGA-3
5-TATATACTCTCCGCCGCACA-3
XPO5 NM_020750 25
5-GCCTCTTCAGAAAGACGTAGTGT-3’
5-TCCGATGGTTCTCGAAGG-3’
DICER1 NM 177438 47
5'-GCAAAGCAGGGCTTTTCAT-3
5-GTCTCTGAAGGCCAGTTCCA-3
EIF2C2 NM 012154 22
5-ATACAGGCCTCACGGATGG-3
5-AGCCACATCGCTCAGACAC-3
GAPDH AF261085 60
5-GCCCAATACGACCAAATCC-3’
5-CATCATGGCCATCAAAACAA-3
CYP24A1 NM_000782.3 88

5’-GCAGCTCGACTGGAGTGAC-3
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8.6 Identificacion de posibles VDREs con herramientas computacionales.

Para la deteccidon de posibles VDREs utilizamos dos estrategias computacionales,
dependiendo de la informacion bioldgica disponible para cada gen. Para el caso de DDX5,
donde el promotor esta caracterizado experimentalmente, utilizamos el programa
Matinspector  (Cartharius et al., 2005) de la compafia Genomatix
(http://www.genomatix.de) que utiliza una amplia compilacion de matrices descriptivas
para localizar los posibles sitios de union de los factores de transcripcion en secuencias de
DNA. La secuencia del promotor de DDX5 humano fue comparada con la secuencia
ortdloga de ratén (obtenida de las bases de datos en www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
mediante un alineamiento con el programa ClustalWw2
(http://ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalw2/).

En el caso de Dicer, donde el promotor no ha sido caracterizado experimentalmente, la
secuencia del promotor fue obtenida del UCSC Genome  Browser
(http://genome.ucsc.edu/) (Kent et al., 2002). Se utilizaron secuencias gendmicas de Dicer,
tanto de humano como de raton (UC001ydx.2 y UC007oxi.1, respectivamente), de 5000
pares de bases en direccion 5’ desde el sitio de inicio de la transcripcion, es decir, donde
estaria ubicado el promotor del gen. Para la identificacién de los posibles VDREs se utilizd
el programa JASPAR v.4.0 (http://jaspar.genereg.net) (Portales-Casamar et al., 2010) y la
matriz MAOO74.1 especifica para RXR-VDR. Para destacar los VDREs biolégicamente
relevantes, compartidos entre humano y raton, se utiliz6 el programa ConSite
(http://asp.ii.uib.no0:8090/cgi-bin/CONSITE/consite) (Sandelin et al. 2004) para obtener un

analisis de huellas filogenéticas.
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8.7 Western blot.

Para la obtencién de las proteinas se realizé la lisis de las células con la solucion
amortiguadora RIPA (fosfato de sodio dibasico 9.1 mM, fosfato de sodio monobasico 1.7
mM, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 1 %, SDS 0.1 %, pH 7.4) complementada con
inhibidores de proteasas del reactivo Complete (Roche, Alemania) e inhibidores de
fosfatasas (ortovanadato de sodio 1 mM y fluoruro de sodio 1 mM). La concentracién de
proteinas se determind por el método del acido bicinconinico (Pierce Thermo Scientific,
E.E.U.U.). Las proteinas fueron separadas mediante electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 10 % y la transferencia de las proteinas se hizo en
membranas de nitrocelulosa. Para la transferencia de la proteina de Dicer (218 kDa) se
utilizé el método sumergido (25 volts, toda la noche a 4 °C); mientras que para la proteina
de DDX5 (68 kDa) se utilizd el método semi-seco (15 volts, 1 hora a temperatura
ambiente). Se utilizo leche al 5 % en la solucion amortiguadora TBS (TRIS-HCI 10 mM,
NaCl 50 mM; pH 8.0) como solucién bloqueadora. Los anticuerpos primarios utilizados
fueron: anti Dicer (1:200, sc-136980) y anti DDX5 (1:200, sc-166167), ambos obtenidos de
Santa Cruz Biotechnology, E.E.U.U., y para tener un control de carga utilizamos un
anticuerpo anti GAPDH (1:10000, MAB374) de Millipore, E.E.U.U. Las proteinas de interés
fueron detectadas mediante un kit de quimioluminiscencia (Thermo Scientific, E.E.U.U.) y
la densidad optica de las bandas fue determinada mediante un equipo Molecular Imager

ChemiDoc XRS System y el programa Image Lab Software (BioRad, E.E.U.U.).
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8.8 Ensayo de retardo de la movilidad electroforética (EMSA).

Se utilizaron células SiHa tratadas con calcitriol 100 nM por 3 horas para obtener el
extracto nuclear con el kit Nuclear Extract (Sigma, E.E.U.U.). Para realizar el EMSA se
utilizo el kit Gel Shift Assay System (Promega, E.E.U.U.), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los oligonucledétidos para generar las sondas de doble cadena se muestran en

la tabla 2. En cada reaccién se utilizaron 17.5 fmol de sonda de DNA marcada con [y->2P-

ATP], 2 ug de poli(dl-dC) vy 5 o 6 ug de extracto nuclear (para DDX5 o Dicer,
respectivamente). Para identificar a las proteinas involucradas en la formacion de los
complejos de DNA-proteina, se realizaron incubaciones de 30 minutos con 3 ug de los
anticuerpos anti VDR (sc-13133 X) o anti RXR (sc-774 X), obtenidos de Santa Cruz
Biotechnology, E.E.U.U. En los ensayos de competencia se utilizd un exceso molar de
100 veces de la sonda correspondiente sin marca, por cada reaccion. Los complejos de
DNA-proteina obtenidos fueron resueltos en geles no-desnaturalizantes de poliacrilamida

al 4 % y la senal fue visualizada mediante autorradiografia.
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Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en el ensayo de EMSA.

Gen Nombre de la sonda Oligonucledtidos complementarios
DDX5 VDRE tipo DR4 5- AGCTTCGGTCCACACTGGTCCAGAGAGC -3
(secuencia consenso) 5- GCTCTCTGGACCAGTGTGGACCGAAGCT -3
5- CTGCGGCGTAGGAGGCGGTCCAGACTAT -3
DDX5 VDRE-1
5’- ATAGTCTGGACCGCCTCCTACGCCGCAG -3’
5- GGGAGGGGTGAAAGCGCGGCGATCCTGG -3
DDX5 VDRE-2
5- CCAGGATCGCCGCGCTTTCACCCCTCCC -3
5- CTGCGGacTAGGAGGCccTCCAGACTAT -3
DDX5 VDRE-1 mut
5- ATAGTCTGGAGGGCCTCCTAGTCCGCAG -3
5- GGGAGGccTGAAAGCGacGCGATCCTGG -3
DDX5 VDRE-2 mut
5- CCAGGATCGCGTCGCTTTCAGGCCTCCC -3’
D VDRE tipo DR3 5-AGCTTCAGGTCAAGGAGGTCAGAGAGCT-3
icer
(secuencia consenso) 5-AGCTCTCTGACCTCCTTGACCTGAAGCT-3
5-TGGCTGGGGGGCCGGGATTAACCTT-3
Dicer Dicer-VDRE
5-AAGGTTAATCCCGGCCCCCCAGCCA-3
5-TGGCTHGGGGCCGtATTAACCTT-3’
Dicer Dicer-VDRE-Mut

5-AAGGTTAATAACGGCCCCAAAGCCA-3’

8.9 Ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChiP).

Se utilizaron células SiHa tratadas con calcitriol 1 UM durante 2 horas, o con 0.1% de
etanol como control, para obtener la cromatina y procesarla. Para el entrecruzamiento se
utilizé formaldehido al 1 %, incubando las células por 15 minutos. Las células fueron
recolectadas con solucién PBS 1X fria y centrifugadas brevemente para compactarlas,
luego fueron resuspendidas en una solucién amortiguadora de lisis (SDS 1 %, EDTA 10
mM, Tris-HCI 50 mM, pH 8.1) y sonicadas con un equipo Ultrasonic Processor modelo

GEX500 (Geneq Inc., Canada) utilizando 7 ciclos de 30 segundos (35 % de amplitud). Las
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muestras fueron almacenadas a -70 °C hasta ser utilizadas para la inmunoprecipitaciéon de
la cromatina. Es importante mencionar que la integridad del DNA fue verificada mediante
electroforesis en geles de agarosa (antes y después de la sonicacion) para garantizar
resultados certeros. El procedimiento realizado para la inmunoprecipitacion de la
cromatina en estos ensayos fue el correspondiente al del kit EZ-Magna ChIP A-Chromatin
Immunoprecipitation Kit (Merck Millipore, E.E.U.U.). La inmunoprecipitacion fue realizada
utilizando los anticuerpos anti VDR y anti RXR, mencionados en la seccion previa, y se
utilizé una IgG de raton (sc-2025, Santa Cruz Biotechnology, E.E.U.U.) como control
negativo. Todas las muestras fueron tratadas con NaCl 5 M a 65 °C toda la noche para
revertir el entrecruzamiento de las moléculas y después se hizo una incubacion con
proteinasa K a 45 °C por 1 hora. ElI DNA fue purificado con el kit Wizard DNA Clean-Up
System (Promega, E.E.U.U) y utilizado para los experimentos de PCR. Para el caso de los
posibles VDREs ubicados en el promotor proximal del gen de DDX5, se utilizaron los
oligonucledtidos 5- CGGGGCGATTAGGTCATAGA -3 y 5-
GAGGAAGGACACCGATGACA-3 para el VDRE-1 (amplicon de 157 pb) y los
oligonucledtidos 5’- TGCTTGAGGTGTGGAAAGAC-3' y 5-CGCTCTATGACCTAATCGCC-
3’ para el VDRE-2 (amplicon de 183 pb). El programa para PCR fue: 95 °C por 2 minutos,
30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por 30 segundos y una
extension final a 72 °C por 30 segundos. Para el caso del posible VDRE en el promotor del
gen de Dicer, se utilizaron los oligonucleétidos 5’- AGGTGCTCAGAGGGAAGCTA -3’y 5'-
CATGAGAGCGAGCCTGTGAT -3’ (amplicon de 330 pb). El programa para PCR fue:
95 °C por 2 minutos, 35 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por
30 segundos y una extension final a 72 °C por 30 segundos. Los productos de PCR fueron

analizados en geles de agarosa al 2 %.
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8.10 Analisis de la expresion de los microRNASs.

Se cultivaron células SiHa para ser tratadas con calcitriol 1 uM o con etanol 0.1 %
(vehiculo) durante 24 o 48 horas y extraer el RNA total, utilizando el reactivo TRIzol. La
concentracion del RNA se determiné con un equipo Nanodrop (Thermo Fisher Scientific,
E.E.U.U.) y la integridad fue determinada con un equipo Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, E.E.U.U.), verificando que las muestras de RNA tuvieran un valor de
integridad igual o mayor a 9.0 para ser procesadas para el analisis con los microarreglos.
Para este estudio, se realizaron dos experimentos independientes, con seis réplicas cada
uno por cada condicion experimental (calcitriol vs vehiculo a 24 y 48 horas). A partir de las
muestras de los dos experimentos independientes, se prepararon dos mezclas de RNA
total para los microarreglos (N = 2). Cada mezcla de RNA consistié en la combinacién
equimolar del RNA total de seis réplicas experimentales (tres réplicas de un experimento y
tres réplicas del otro, por cada condicion). Por lo anterior, se utilizaron 8 microarreglos en
este estudio. La expresion de los microRNAs fue evaluada con el microarreglo Affymetrix
GeneChip miRNA Array v3.0, el cual considera 1733 microRNAs maduros y 1658 pre-
microRNAs, y el perfil de expresion se determind utilizando el kit Affymetrix FlashTag
Biotin HSR RNA labeling kit (Affymetrix, E.E.U.U.).

Se utilizé 1 ung de RNA total para ser marcado e hibridado en el Affymetrix GeneChip. El
proceso de lavados y marcaje se realizoé en el equipo GeneChip Fluidics Station 450 y los
arreglos fueron analizados con un Affymetrix GeneChip Scanner 3000 7G. Los
experimentos con los microarreglos fueron realizados en la Unidad de Microarreglos del
Instituto Nacional de Medicina Gendmica, en la Ciudad de México. Todos los datos

obtenidos fueron depositados en la base de datos GEO (Gene Expression Omnibus)
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/summary/) con el numero de acceso GSE61829. El
analisis computacional de los datos (en archivos CEL) fue procesado con el programa Affy
library en R Bioconductor. La correccién del fondo en los microarreglos y la normalizacion
fue realizada con el Robust Multichip Analysis (RMA) y el algoritmo de cuantiles,
respectivamente. Los patrones de expresion diferencial entre las condiciones
experimentales (calcitriol vs vehiculo) fueron determinados con el programa Limma (para
realizar una prueba de t de Student utilizando una estimacién Bayesiana de la varianza).
Para definir los microRNAs expresados diferencialmente, se considerd un umbral del valor
de P < 0.05 y un valor de cambio de, al menos, 1.4 veces. Se realiz6 un analisis de
agrupamiento jerarquico no-supervisado con los valores normalizados de los microRNAs
expresados diferencialmente, utilizando el programa ggplots en R, aplicando una escala

de Z-score para evitar el dominio de los valores extremos.

8.11 Anadlisis de las posibles vias celulares asociadas a los microRNAs.

Para identificar los procesos celulares probablemente afectados por los microRNAs
expresados diferencialmente, se utilizé la base de datos de miRWalk (http://www.umm.uni-
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/) (Dweep et al., 2011), la cual aporta informacién sobre los
RNAs mensajeros blanco de los microRNAs, basada en 10 algoritmos (DIANA-mT,
miRanda, miRDB, miRWalk, RNAhybrid, PICTAR v4 y v5, PITA, RNA22 y TargetScan).
Solamente los RNAs mensajeros blanco predichos por al menos 7 algoritmos distintos
fueron considerados para el analisis de las vias celulares. Se realizé un analisis de
enriquecimiento de vias con la base de datos DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) (Huang

et al., 2009) para obtener un posible significado bioldgico asociado a los RNAs mensajeros
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blanco predichos. Para visualizar las vias celulares se utilizé el programa Enrichment map

plugin de Cytoscape.

8.12 Anélisis estadistico.

Se utilizé la prueba t de Student para muestras independientes y las diferencias fueron
consideradas significativas (*) con una p < 0.05. Los datos han sido representados como
el promedio + la desviacion estandar y consideran el resultado de tres experimentos

independientes.
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9. Resultados.

En nuestros experimentos utilizamos principalmente la linea celular SiHa de cancer
cervical porque es susceptible a los efectos antiproliferativos del calcitriol, ya que expresa
el VDR (Avila et al., 2010). Adicionalmente utilizamos la linea celular C-33A, también de
cancer cervical, porque identificamos que carece del VDR y ha resultado util para

comparar y contrastar nuestros resultados (Cazares-Ordofiez et al., 2015).

9.1 La expresion génica de DDX5, DGCRS8 y DICER es inducible por el calcitriol en las

células SiHa.

Para determinar si algunos componentes de la biogénesis de los microRNAs modifican su
expresion debido al calcitriol, utilizamos la técnica de RT-gPCR para evaluar el RNA
mensajero de cada uno de los principales componentes: Drosha, DGCR8, DDX5, DDX17,
Exportina 5, Dicer y Argonauta 2 ante diferentes tiempos de tratamiento con la hormona.
Observamos que de los siete genes evaluados solamente DDX5, DGCRS8 vy Dicer tuvieron
un aumento en su expresion ante el tratamiento con el calcitriol (figura 4) mientras que los
otros genes no tuvieron cambios (figura 5). En particular, el aumento en la expresion de
DDXS5 fue de un 30 % a las 3 horas del tratamiento (figura 4). Por otro lado, observamos
que tanto la expresion de DGCR8 como la de Dicer aumentaron un 60 % a las 24 horas
del tratamiento y un 30 % a las 48 horas (figura 4). Como un control positivo de la
actividad del calcitriol en las células SiHa evaluamos la expresion del gen CYP24A1, el

cual es altamente inducible por el calcitriol (figura 6).
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Figura 4 (pagina anterior). La expresion génica de DDX5, DGCRS8 y Dicer es inducible por el
calcitriol. Se utilizé la técnica de qPCR para evaluar la expresiéon de los genes DDX5 (a), DGCRS8
(b) y Dicer (c) a partir del cDNA obtenido de células SiHa tratadas con calcitriol 1 uM o con 0.1 %
de etanol (control) a diferentes tiempos. Los resultados representan el promedio + DE de 3
experimentos independientes. *p < 0.05 vs control (vehiculo). Se muestran los resultados
normalizados contra la expresion del gen constitutivo GAPDH.
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Figura 5. La expresion génica de DDX17, Drosha, Exportina 5 y Argonauta 2 no es inducible por el
calcitriol. Mediante gPCR se evalud la expresion de los genes de Drosha (a), DDX17 (b), exportina
5 (c) y Argonauta 2 (d) a partir del cDNA obtenido de células SiHa tratadas con calcitriol 1 uM o
con 0.1 % de etanol (control) a diferentes tiempos. Los resultados representan el promedio + DE
de 3 experimentos independientes. Se muestran los resultados normalizados contra la expresion
del gen constitutivo GAPDH.
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Figura 6. La expresion génica de CYP24A1 es inducida en gran proporcion por el calcitriol en las
células SiHa. Mediante qPCR se evalud la expresion, como fue descrito previamente. Los
resultados fueron normalizados contra la expresion del gen GAPDH.

9.2 El calcitriol aumenta la sintesis de proteina de DDX5 y de Dicer en las células SiHa.

Para determinar si el efecto del calcitriol sobre la expresién del RNA mensajero de DDX5,
DGCRS8 y Dicer se veia reflejado en la sintesis de proteina, realizamos ensayos de
Western blot. Cabe sefalar que solo los anticuerpos primarios contra DDX5 y Dicer
tuvieron la calidad necesaria para una deteccion clara de la proteina correspondiente.
Dado que para DGCRS8 no detectamos la proteina con claridad, no obtuvimos un resultado
que indique su induccién mas alla del RNA mensajero. En el caso de Dicer, el aumento en
la cantidad proteina ocurrié a las 24 y 48 horas del tratamiento, es decir, coincidié con la
induccion del RNA mensajero (figura 7a). Por otro lado, en el caso de DDX5 observamos
que el aumento en la sintesis de proteina ocurrid a las 5 horas del tratamiento con calcitriol,

es decir, dos horas después que la induccion del RNA mensajero (figura 7b).
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Figura 7. El calcitriol aumenta la sintesis de proteina de Dicer y de DDX5. Mediante Western blot
se evalud la proteina de Dicer (a) y de DDX5 (b) a partir de extractos celulares obtenidos de
células SiHa tratadas con calcitriol 1 uM o con 0.1 % de etanol (control) a los tiempos
mencionados. Se muestra una imagen representativa de tres experimentos independientes. La
densidad 6ptica (D.O.) de cada banda fue determinada mediante el programa Image Lab Software
(BioRad) y se utilizé para determinar la proporcion del cambio entre la condicién con calcitriol y la
condicion control. Se utilizé la GAPDH como control de carga.

Para determinar si lo observado en las células SiHa ocurria en otra linea celular de cancer
cervical, utilizamos las células HelLa para las que también se ha reportado la presencia del
VDR (Kloss et al.,, 2010). En este caso, el aumento en la proteina de Dicer se detecto
solamente a las 48 horas del tratamiento con calcitriol (figura 8a). Por otro lado, en las
células C33-A que no expresan el VDR, no se detectd ningun cambio en la cantidad de la
proteina de Dicer (figura 8b). De manera interesante, estas observaciones coincidieron
con los resultados de qPCR del RNA mensajero de Dicer en dichas células, ante el
tratamiento con el calcitriol. Es importante mencionar que la expresion génica de
CYP24A1 tampoco se induce en las células C33-A tratadas con calcitriol, a menos que un
plasmido con el VDR sea transfectado en esas células (Cazares-Ordonez et al., 2015). Por

lo anterior, consideramos que el aumento en la cantidad de proteina de Dicer esta
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relacionado con la presencia del VDR en las células SiHa y Hela.
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Figura 8. El calcitriol aumenta la sintesis de proteina de Dicer en células que expresan el receptor
de la vitamina D. Mediante Western blot se evalu6 la proteina de Dicer a partir de extractos
obtenidos de células HelLa (a) y de células C33-A (b) tratadas con calcitriol 1 uM o con 0.1 % de
etanol (control) a los tiempos indicados. Se muestra una imagen representativa de tres
experimentos independientes. La cantidad utilizada de proteina total fue de 60 ug por cada carril,
es decir, utilizamos la misma cantidad de proteina tanto de células HeLa como de C33-A. La
densidad o6ptica (D.O.) de cada banda fue determinada mediante el programa Image Lab Software
(BioRad) y se utilizd para determinar la proporcion del cambio entre la condicion con calcitriol y la
condicion control. Se utilizé la GAPDH como control de carga.

9.3 El aumento en la expresion de DDX5 y de Dicer requiere una concentracion alta de

calcitriol.

Comenzamos utilizando una concentracién de 1 uM de calcitriol para poder identificar
cualquier cambio en la expresidon de los componentes de la biogénesis de los microRNAs.
Para determinar si el aumento en la expresion de DDX5 y de Dicer ocurria a una

concentracion menor, realizamos ensayos de RT-qPCR considerando los tiempos de
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tratamiento previamente identificados. Observamos que sdlo a la concentracién de 1 uM

ocurre el efecto del calcitriol en la linea celular SiHa (figura 9).
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Figura 9. La expresion génica de DDX5 y de Dicer es inducible por el calcitriol sélo a una
concentracion alta. Se evaluaron tres concentraciones de calcitriol y 0.1 % de etanol, como control
(-), para determinar la expresion de DDX5 (a) y de Dicer (b) mediante qPCR, utilizando el cDNA
obtenido de células SiHa tratadas durante 3 horas para DDX5 y 24 horas para Dicer. Los
resultados representan el promedio £ DE de 3 experimentos independientes. *p < 0.05 vs control
(vehiculo). Se muestran los resultados normalizados contra la expresion del gen constitutivo
GAPDH.

9.4 Identificacion in silico de posibles VDREs en el gen de DDX5 humano.

Para comenzar a estudiar el mecanismo por el cual el calcitriol aumentd la expresion de
DDX5, utilizamos herramientas computacionales para identificar posibles VDREs. En el
caso de DDX5, la secuencia del promotor del gen ya ha sido caracterizada (Rossler et al.,
2000) y también se menciona la presencia de posibles sitios de uniéon para diversos
factores de transcripcion, lo cual sugiere una compleja regulacién transcripcional de dicho

promotor (Rossler et al., 2000; figura 10).
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>ENAJAF015812|AF015812.1 Homo sapiens RNA helicase p68 (HUMP68) gene, complete cds.:
Location:1..1300

5’ -CGTCTGAAGGTCACGAGCCCCGCCGACAGCCCAGACCCAGTCCGGGCTAGCCCGAGGCCT
AP-2
CCCTGGAGGTGGACGGTTTCAGTCCACACATACTGGGACCCCAGGGAGACACTCACCAGC
AP-2
ATCCGAGCCTGCCATGTTTCAGAGGCAGGTCGCCGCCGGACTCCGACGCGGCCGGGAAGG
CGACGGTGTCCTGGAAGGACCGATCCACGCAGACCGACACTGGGCGCGGACGCACGAACC
AAAGCGCGGGAAGGAGGCGTGAAGAAGGACGGACGTTAAAGAGCTTCTCGCCGCTGATTG
GTCATCAGAGGAGCACTTCCTTCACAGGACGTGAAACGGGGGCGGTTTGGGAAGTTTAGA
SP1 P53
GACCATTCTCCGCCGACCAAAACCCGTCAAAGGATTATCAGACACGCGGGTCGGACGGTC
E-box
CACATCAGCCGGCAGCCCGGGCGGGTCCCGGGGTGCGAGCAGCGCACTTCCGGTGAGCTA
AP-2 SP1
TTTCGTTTTGTATCCCTCCGCCGACGTCAACGGGAAAGTAGTGCGGACCGCTCTCTCGGT
CRE
GGTCCGGGGTGGTACAGCCACGTGACAACGCCAGGCCCCGCCTTCCCCCTCTTTTGGTTA
E-box AP-2
CAGACGTGAGGGCTCTTTGGAGACGTAAACATCTCCGAGTGGCGAGGGTGGGCGGGGCTA
SP1
GGGCTTGGGAAAGGGCGGGGTGGCTTGCTTGAGGTGTGGAAAGACCAGAAGAAGGTGAGG
SP1
TCAAGAGAGTGCGAATGAGGCATTCCAATGGTGGGTGGGCCCTGACCTGAGAGAGTGGCG
CGGGGAGGGGTGAAAGCGCGGCGATCCTGGAACGCCAGCGGGCGTTGCGGCCTATGCGCG
CCAAT-box
AGGGGCGGGGCGATTAGGTCATAGAGCGGCTCCCAGCGTTCCCTGCGGCGTAGGAGGCGG
SP1 +1==>
TCCAGACTACAAAAGCGGCTGCCGGAAAGCGGCCGGCACCTCATTCATTTCTACCGGTCT
TATA-box Inr
CTAGTAGTGCAGCTTCGGCTGGTGTCATCGGTGTCCTTCCTCCGCTGCCGCCCCCGCAAG
GCTTCGCCGTCATCGAGGCCATTTCCAGCGACTTGTCGCACGCTTTTCTATATACTTCGT

TCCCCGCCAACCGCAACCATTGACGCCATGTCGGGTTATTCGAGTGACCGAGACCGCGGC

Figura 10. El promotor de DDX5 tiene posibles elementos reguladores para diversos factores de
transcripcion. La region promotora del gen DDX5 humano tiene sitios de union SP1, AP-2, CRE, E-
box y p53 que podrian ser funcionales y que implican una compleja regulacién en la expresion de
DDX5. En gris se muestran las regiones donde hibridan los oligonucleétidos que utilizamos en el
PCR para clonar el promotor para los ensayos de gen reportero. El esquema del promotor y los
sitios de unién ha sido tomado de Rossler et al., 2000 y se muestra con fines ilustrativos.

Dado que en dicho articulo no se menciona la presencia de posibles VDREs, utilizamos la
secuencia reportada para el analisis computacional con Matinspector, un programa
especializado en la busqueda de elementos de respuesta a factores de transcripcion. El
resultado mostré dos posibles VDREs tipo DR4 ubicados en la region proximal del

promotor: uno de -49 a -34 (VDRE-1) y otro de -149 a -134 (VDRE-2) con respecto al sitio
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de inicio de la transcripcion (figura 11a). Para tener informacién sobre la posible relevancia
biolégica de ambos VDREs realizamos un alineamiento con la secuencia ortologa del
raton y encontramos una similitud importante en el caso del VDRE-1, lo que sugiridé una

posible conservacién evolutiva (figura 11b).

a
) TSS
(-149 a -134) (-49 a -34)
VDRE-2 VDRE-1
GGTGAAAGCGCGGCGA
CGTAGGAGGCGGTCCA

b)

Hsa GTCAAGAGAGTGCAGAATGAGGCATTCCAATGGTGGGTGGGCCCTGACCTGAGAGAGTGG 168
Mru GTGAAGCGAGTAATAAACG-GGCG--CCGG-GGAGGGAGCGCCC--GCCCGCG-GAG—-- 156

Kk kk Kk Kk k Kk ok * % ok Kk ok * % * Kk kk Kk ok kokok ok *k Kk ok Kk ok
VDRE-2
Hsa CGCGGGGAGGGGTGAAAGCGCGGCG-AT CCTGGAAC----GCCAGCGGGCGTTGCGG-CC 222
Mru ---GGGGAGGGGCGAGAACATGGCGGATTCCGGAACCCGGGCGGGCGGGCGTTGAGGGCC 213
ksl doskeskodededle kil sk Sk desknlesk:  aksks gk ekt sl dedkdesde ke denledodle ke skede
Hsa TATGCGC--GAGGGGCGGGGCGAT TAGGTCATAGAGCGGCTCCCAGCGTTCCCTGCGGCG 280
Mmu T CEAC A CEEEEECCEEETEATTACCTEATACACECEETOCEACEETERTTTCCERCE B3
x Kk C oAl e e e g e e SR e e 3 e i e e o S K o e e g S i e i e e ol 5 ok S e i o T e
VDRE-1 +1==>

Hsa TAGGAGGCGGTCCAGACTATAAAAGCGGCTGCCGGARAGCGGCCGGCACCTCATTCATTT 340
Mmu -AGGAGGCGGTCCAGACTATARAAGCGGCTGCCGGGACGCAGCCGGCACCTCATTCATTT 332

*hkhkhkhhkhkrkhkhkhrkdhhkdrkddr bbb hkhhbbhkhbhkdhhbbdd * K,k dhdrhkhhh bk hhhkhhhkkk

Figura 11. El promotor del gen DDX5 tiene dos posibles elementos de respuesta a la vitamina D.
En la parte superior de la figura (a) se representan los posibles VDREs tipo DR4, ubicados de -49
a -34 (VDRE-1) y de -149 a -134 (VDRE-2) a -149. Se muestra que la secuencia de cada uno de
ellos consiste de dos hexameros (subrayados) separados por cuatro nucledtidos. En la parte
inferior (b) se muestra un alineamiento entre la secuencia del promotor de DDX5 humano (Hsa) y
la region ortdloga de raton (Mmu) donde se sefalan los dos probables VDREs detectados con
Matinspector. Se indica también el elemento Inr (CACCTCA) correspondiente al sitio de inicio de la
transcripcion (TSS) descrito por Rossler y cols. en el promotor de DDX5 humano.
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9.5 El promotor del gen DDX5 es inducible por el calcitriol y requiere del VDR.

Para establecer si habia una relacién entre la induccion del RNA mensajero de DDX5 por

el calcitriol y los posibles VDREs identificados en el promotor del gen, clonamos el

promotor proximal de DDX5 en un sistema de gen reportero de luciferasa. El fragmento de

860 pb, obtenido mediante PCR, fue clonado en el vector pGL4.10 y con ello obtuvimos el

plasmido pGL4.10-promotorDDXS5 para los ensayos de transfeccion en las lineas celulares

SiHa y C33-A (Figura 12).

a)
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
sbjct
Query

sbjct

201

310956

261

310897

321

310837

381

310777

441

310717

501

310657

561

310597

Oligo directo
CGAGGCCTGCCATGTTTCAGAGGCAGGTCGCCGCCGGACTCCGACGCGGCCGGGAAGGCG

PEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CGA-GCCTGCCATGTTTCAGAGGCAGGTCGCCGCCGGACTCCGACGCGGCCGGGAAGGCG

ACGGTGTCCTGGAAGGACCGATCCACGCAGACCCGACACTGGGGCGCGGACGCACGAACC

FEEEEETEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ACGGTGTCCTGGAAGGACCGAT CCACGCAGACCCGACACTGGGGCGCGGACGCACGAACT

AAMGCGCGGGGAAGGAGGCGTGAAAGAAGGACGGACGTTAAAAGAGCTTCTCGCCGCTGA

FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e et b e e e e e e e e e e e e el
AAAGCGCGGGGAAGGAGGCGTGARAGAAGGACGGACGT TAAARGAGCTTCTCGCCGCTGA

TTGGTCATCAGAGGAGCACTTCCTTTCACAGGACGTGAAACGGGGGCGGTTTGGGAAGTT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII FEEEErrrrr e e re e re e e e e el
CTTTCACAGGACGTGAARACGGGGGCGGTTTGGGAAGTT

TAGAGACCATTCTCCGCCGACCARRACCCGTCAAAGGATTATCAGACACGCGGGTCGGAC

PEEEEEEEEE e e e et r e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TAGAGACCATTCTCCGCCGACCAAAACCCGTCAAAGGAT TAT CAGACACGCGGGTCGGAC

GGTCCACATCAGCCGGCAGCCCGGGECGGETCCCGGGETGCGAGCAGCGCACTTCCGGTGA

PEEEEETEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GGTCCACATCAGCCGGCAGCCCGGGLGGGETCCCGGGEETGCGAGCAGCGCACTTCCGGTGA

GCTATTTCGTTTTGTATCCCTCCGCCGACGTCAACGGGAAAGTAGTGCGGACCGCTCTCT

IIIIIIIIII|IIIIIIIIII| FEEEEETEE et e e e e e e e e el
CCGCCGACGTCAACGGGARAGTAGTGCGGACCGCTCTCT
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310838
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310778

440
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310658
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310598
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310538
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b)

0Oligo reverso <=Inr

Query 78 CGAGGACACCAGCCGAAGCTGCACTACTAGAGACCGGTAGAAATGAATGAGGTGCCGGCC 137
Frerrrerrrrrrrrerrererrer e e e e rer e e e e e

Sbjct 310084 CGATGACACCAGCCGAAGCTGCACTACTAGAGACCGGTAGAAATGAATGAGGTGCCGGCC 310143

VDRE-1

Query 138 GCTTTCCGGCAGCCGCTTTTATAGTCTGGACCGCCTCCTACGCCGCAGGGAACGCTGGGA 197
Frrrerrerrrrrrrrerrererrer e e e e rer e e e e e e e

Sbjct 310144 GCTITCCGGCAGCCGCITTTATAGTCTGGACCGCCTCCTACGCCGCAGGGRACGCTGGGRA 310203

Query 198 GCCGCTCTATGACCTAATCGCCCCGCCCCTCGCGCATAGGCCGCARCGCCCGCTGGCGTT 257
FEEEEErEr e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 310204 GCCGCTCTATGACCTAATCGCCCCGCCCCTCGCGCATAGGCCGCAACGCCCGCTGGCGTT 310263
VDRE-2
Query 258 CCAGGATCGCCGCGCTTTCACCCCTCCCCGCGCCACTCTCTCAGGTCAGGGCCCACCCAC 317

FEEEEEEEr et e e e e e et e e e et e e e e e e e e
Sbjct 310264 CCAGGATCGCCGCGCTTTCACCCCTCCCCGCGCCACTCTCTCAGGTCAGGGCCCACCCAC 310323

Query 318 CATTGGAATGCCTCATTCTGCACTCTCTTGACCTCACCTTCTTCTGGTCTTTCCACACCT 377

Frrrerrerrrrrrrrerrererrer e e e e rer e e e e e e e
Sbjct 310324 CATTGGAATGCCICATICTGCACTCTCTTGACCTCACCTTCTTCTGGTCTITTCCACACCT 310383

Query 378 CAAGCAAGCCACCCCGCCCTTTCCCAAGCCCAGCCCCGCCCACCCTCGCCACTCGGAGAT 437
Frrrerrerrrrrrrrerrererrer e e e e rer e e e e e e e
Sbjct 310384 CAAGCAAGCCACCCCGCCCTTTCCCAAGCCCAGCCCCGCCCACCCTCGCCACTCGGAGAT 310443

Query 438 GTTTACGTCTCCAAAGAGCCCTCACGTCTGTAACCARAAGAGGGGGAAGGCGGGGCCTGG 497

Frrrerrerrrrrrrrerrererrer e e e e rer e e e e e e e
Sbjct 310444 GTTTACGTCTCCARAGAGCCCTCACGTCTGTRAACCAAAAGAGGGGGRAGGCGGGGCCTGG 310503

Figura 12 (inicia en la pagina anterior): Secuenciacién de DNA del promotor de DDX5 clonado. Se
verificd la secuencia y la orientacién correctas del promotor de DDX5 clonado en el vector pGL4.10
que contiene el gen de la luciferasa de luciérnaga como reportero. Se muestra el resultado de un
alineamiento entre las secuencias que obtuvimos con los oligonucledtidos directo (a) y reverso (b),
incluidos con el kit del vector pGL4.10 de Promega, y la secuencia reportada del promotor de
DDX5 humano. Se sefalan en letras negritas los oligonucledtidos (directo y reverso) que se
utilizaron para amplificar previamente el promotor de DDX5 y se observa que coinciden con la
orientacion correcta en el vector (ambos aqui representados en orientacion de 5 a 3).
Adicionalmente, se senalan, como referencia, el sitio de inicio de la transcripcion (Inr) y los dos
VDREs que detectamos. El alineamiento de la secuencias fue realizado con el programa en linea
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

De entre los sitios de unién identificados por Rossler y cols., nos interesaron aquellos de
alta afinidad para el factor de transcripcion AP-2. Ya que el acido 9-cis-retinoico induce la
actividad de AP-2 (Luscher et al., 1989) evaluamos la respuesta del gen reportero ante el
tratamiento con el acido 9-cis-retinoico, como un control positivo de la funcionalidad del

promotor que clonamos. Lo que observamos fue un aumento en la actividad de la
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luciferasa tanto con el acido 9-cis-retinoico como con el calcitriol en las células SiHa (figura
13, barras negras). El aumento en la actividad de la luciferasa generado por el acido 9-cis-
retinoico fue de un 50 % mientras que el del calcitriol fue del 40 %, con respecto a la
condicion control. Estos resultados mostraron que el promotor proximal de DDX5 que
clonamos tiene una secuencia funcional y que es inducible por el calcitriol. Aunque en el
articulo citado de Rossler y cols. no se menciona la presencia de VDREs, nuestros
resultados indicaron esa posibilidad. Para determinar si el VDR era necesario en el
mecanismo de induccion, utilizamos a la linea celular C33-A carente del VDR (Cazares-
Ordofiez et al., 2015) para transfeccion con nuestra construccion y observamos que no
hubo aumento en la actividad de luciferasa con el calcitriol (figura 13, barras blancas).
Adicionalmente y para complementar estos resultados, realizamos experimentos en
células C33-A tratadas con acido 9-cis retinoico y observamos un aumento en la actividad
de la luciferasa (figura 13, barras blancas), de manera similar a lo descrito en células SiHa.
Este resultado complementario confirmé la funcionalidad de nuestra construccion y nos
indicd, de manera indirecta, que la ausencia del VDR impide la induccion del promotor de

DDX5 por el calcitriol.
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Figura 13. El promotor del gen DDX5 humano es inducible por el calcitriol y requiere del VDR. Las
células SiHa (VDR positivas; barras negras) y las células C33-A (VDR negativas, barras blancas)
fueron transfectadas tanto con el plasmido pGL4.10-promotorDDX5 como con el vector de
expresion de luciferasa de Renilla, el cual se utilizd para normalizar la eficiencia de la transfeccion.
Después del tratamiento con calcitriol 1 uM o con acido 9-cis retinoico 1 uM o con 0.1 % de etanol
(control), por 24 horas, las células fueron cosechadas para los ensayos de actividad de luciferasa.
Los resultados representan el promedio + DE de 3 experimentos independientes con el sistema
dual de luciferasas (Luc1 / Luc2). *p < 0.05 vs respectivo control (-). Los datos se normalizaron
asignando el valor de 1 a la condicion control correspondiente.

9.6 La expresion génica de DDX5 también es inducible por el acido 9-cis-retinoico.

Tomando en cuenta los resultados de los ensayos con el gen reportero, donde detectamos
que el promotor de DDX5 es inducible por el acido 9-cis-retinoico, evaluamos mediante
RT-gPCR si ocurria un aumento en la transcripcion de DDX5 en las células SiHa. En este
caso observamos un aumento del 30 % en la expresion de DDX5 a las 4 horas del
tratamiento con acido 9-cis-retinoico (figura 14a), algo similar a lo sucedido con el calcitriol.

Como un control positivo, determinamos también la expresion de CYP24A1 ante el
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tratamiento con dicho retinoide y observamos un efecto de induccién (figura 14b), como ha

sido descrito en la literatura cientifica (Zou et al., 1997).
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Figura 14. La expresién génica de DDX5 es inducible por el acido 9-cis-retinoico. Mediante RT-
gPCR se detectaron los niveles de expresion de DDX5 (a) y de CYP24A1 (b) a partir del cDNA
obtenido de células SiHa tratadas con acido 9-cis-retinoico 1 uM por 4 horas. Los resultados
representan el promedio + DE de 2 experimentos independientes. *p < 0.05 vs vehiculo (-). Se
muestran los resultados normalizados contra la expresion del gen constitutivo GAPDH.

9.7 EI VDR se une al VDRE-1 en el promotor proximal de DDX5 in vitro.

Para evaluar de manera in vitro si habia union entre el VDR y los probables VDREs
detectados con el programa Matlnspector, realizamos ensayos de retardo en la movilidad
de la electroforesis utilizando sondas de DNA de doble cadena marcadas radiactivamente
y el extracto nuclear de células SiHa. Adicionalmente, se incluyé como referencia una
sonda con un VDRE consenso tipo DR4 (Deeb et al., 2007) (figura 15a, carriles 2 y 3).
Encontramos que solo el VDRE-1 (del -49 a -34) generé un complejo de DNA-proteina

(figura 15a, carril 4).
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La formacion de dicho complejo disminuy6é cuando se utilizé la secuencia mutada del
VDRE-1 (figura 15a, carril 5). Para verificar la presencia del VDR, utilizamos un anticuerpo
contra dicho factor de transcripcion. En la condicién con el VDRE-1 observamos que la
banda del complejo de DNA-proteina disminuyd, lo cual indicd que el anticuerpo bloqued
la unién del factor de transcripcion (figura 15a, carriles 4 y 6). Al utilizar un anticuerpo anti
IgG de ratéon, como control negativo, no observamos modificacion en el complejo
previamente mencionado (figura 15a, carriles 4 y 7). Para complementar estos estudios,
realizamos ensayos de competencia entre el VDRE-1 marcado radiactivamente y un
exceso de 100 veces tanto de la sonda silvestre como de la mutada, sin marcaje radiactivo.
Observamos que solo la sonda silvestre pudo competir eficientemente, mostrando una
disminucién en la banda del complejo de DNA-proteina (figura 15b, carriles 2, 3 y 4). En el
caso del VDRE-2 (del -149 a -134) no hubo formacién de complejo de DNA-proteina

(figura 15a, carril 8).
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Figura 15 (pagina anterior). EI VDR se une al VDRE-1 (del -49 a -34) ubicado en el promotor
proximal de DDXS5 in vitro. Se utilizé el extracto nuclear de células SiHa y sondas de DNA de doble
cadena marcadas con *P en cada reaccién. La capacidad de formacién de complejos de DNA-
proteina tanto del VDRE-1 como del VDRE-2 fue evaluada y comparada con secuencias mutantes
de cada elemento de respuesta (a). Se realizaron ensayos de competencia para verificar la
especificidad de la unién del VDRE-1 (b) y la presencia del VDR y el RXR fue detectada mediante
anticuerpos dirigidos contra dichos factores de transcripcion (c). Como referencia se utilizé la
secuencia de un VDRE tipo DR4 y como control negativo se utilizé un anticuerpo no relacionado
(IgG de raton).

Finalmente, para verificar la presencia del heterodimero VDR-RXR en el complejo que se
une al VDRE-1 utilizamos anticuerpos anti VDR y anti RXR, por separado y en
combinacion. Observamos la disminucién en la formacién de la banda correspondiente al
complejo con cada anticuerpo y en combinacion (figura 15c, carriles 6, 7, 8 y 9). Por lo
anterior, concluimos que solamente uno de los dos posibles VDREs detectados con el
programa Matlnspector fue reconocido por el VDR in vitro: el VDRE-1, que es el mas

cercano al sitio de inicio de la transcripcion del gen DDX5.

9.8 El VDR se une al VDRE-1 en el promotor proximal de DDX5 in vivo.

Considerando el resultado de los ensayos de EMSA, realizamos experimentos de
inmunoprecipitacion de la cromatina para determinar si el VDRE-1 era funcional in vivo en
las células SiHa. Utilizando el DNA purificado de las reacciones de inmunoprecipitacion,
realizamos ensayos de PCR para detectar el fragmento que abarcaba el VDRE-1 y
adicionalmente probamos con el VDRE-2. Confirmamos que el VDR se une al VDRE-1 ya
que observamos un producto unico de PCR del tamafio esperado (157 pb) cuya banda era
mas intensa en la condicion con calcitriol que en aquella con el vehiculo, utilizando el
anticuerpo anti VDR (figura 16a). De manera interesante, al repetir todo el experimento

utilizando las células C33-A, carentes del VDR, no obtuvimos el producto de 157 pb del
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VDRE-1 (figura 16c).
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Figura 16 (pagina anterior). EI VDRE-1 (del -49 a -34) en el promotor proximal del gen DDX5 es
funcional in vivo. La cromatina obtenida de las células SiHa y C33-A fue procesada para
inmunoprecipitacion con los anticuerpos mencionados (anti VDR o IgG de ratén). El DNA obtenido
y purificado fue utilizado para la amplificacién del producto correspondiente mediante PCR. Se
evaluo la obtencion del amplicén de 157 pb del VDRE-1 (a) y del amplicon de 183 pb del VDRE-2
(b) y se observo que solo el VDRE-1 se une in vivo al VDR en células SiHa. En células C33-A,
carentes del VDR, no se detecto el amplicon del VDRE-1 (c). EI DNA de los input se utiliz6 como
control positivo y el de la inmunoprecipitacion con anti IgG de ratén como control negativo.

Por otro lado, en el caso del VDRE-2 no hubo amplificacién del producto esperado de 183
pb, excepto en el input (figura 16b), lo cual coincidié con lo obtenido mediante EMSA. En
todos los casos se utilizé un anticuerpo no relacionado anti IgG de raton como control
negativo. De estos experimentos concluimos que, ante el tratamiento con calcitriol, el VDR
puede unirse in vivo al VDRE-1 ubicado en el promotor del gen DDX5 en las células SiHa

de cancer cervical.

9.9 Identificacion in silico de posibles VDRESs en el gen de Dicer humano.

El gen de Dicer fue otro caso donde detectamos un aumento en la expresion ante el
tratamiento con calcitriol; sin embargo, para este gen no existe un estudio que haya
caracterizado funcionalmente el promotor y por lo tanto se utilizd otra estrategia. La
secuencia genomica correspondiente al promotor de Dicer, ubicada en el cromosoma 14
humano, fue obtenida con la base de datos del UCSC Genome Browser y después
analizada con los programas JASPAR y ConSite, especializados en la busqueda de
elementos de respuesta a factores de transcripcion. El resultado mostré un posible VDRE
tipo DR3 que ademas esta conservado evolutivamente entre el humano y el ratdén, ubicado

en la region 95,623,977 a 95,623,963 del cromosoma 14 humano, rio arriba del probable
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sitio de inicio de la transcripcion (figura 17).

Hsa TCCAGTCCAGGCGCTGGGCCGCAAACGCCTCTCCGGCCTCCGCGCGCGCGCCCGCTGTCT
Mmu —TCGGTCTTCGCATTGGGCCTCCGACGC——=————~ GGCCTCGGCCCGAGTCTGCTGTCT
* xokk kk  kkkkkk Kk kkkK * kKk kKk Kk Kk kkkokkkok
VDRE

Hsa CCCTGCTCCTGAGTGGCTGGGGGGCCGGGATTAACCTTTCACCGCCAGGCCCTGTCCAAT
Mmu CCCGGCTTCTGAGTGGCTGGGGGGCCGGGGTTAACCTTTCACCTCCGCGCTCCGTCCAAT
Khkk hhkk KAk KAk kkkkkkkkkhkkkhkk Ak hkxkhkxkhkhkhkx K*kk Kk * kkkkkkk
Hsa CACAGGCTCGCTCTCATGCCGCCACGGGGCGAGCGGAGCGTGGGGGCGCGGAGGGGLCGGET
Mmu CACAGGACGGCTTTCATGCGGCCGCGGGGCGAGC-GAGCGAGGGGGCGCGGAGCGGLGGL

* Kk ok Kk k Kokk kkkkkk kkk Kkkkkkkkkk kkkkk kkkkkkk kA kkk Kxkkkx
Hsa GCGGGAGCCAGTGGGATTCTCCAAGCGGCTGTGCGCCGTTGCCGCGGGCCGTGCGCTGGL
Mmu GC-GACGCCGGTGGGATTCTCCAAGCCGCTGTGCGCCGTCGCCGCGGGCCGAGCGLCGGGL
Kk ok kkk kkkk kA k kA k kA k kA k Ak kA k kA kkkk Kk khkhkkkhkkkkkk Khkkk *kk

Figura 17. El promotor del gen Dicer tiene un posible VDRE. Se muestra un alineamiento entre la
secuencia del promotor de Dicer humano (Hsa) y la regién ortdloga de raton (Mmu) donde se
senala el probable VDRE tipo DR3 detectado con los programas JASPAR y ConSite. Se muestra
que la secuencia consiste de dos hexameros (subrayados) separados por tres nucleétidos. El
posible VDRE esta ubicado en la region 95,623,977 a 95,623,963 del cromosoma 14 humano,
hacia el 5’ desde el probable sitio de inicio de la transcripcion.

9.10 El VDR se une al VDRE en el promotor de Dicer in vitro.

Para determinar si el VDR se unia al posible VDRE ubicado en el gen de Dicer realizamos
ensayos de EMSA, como fue para el caso del gen DDX5. Utilizamos una sonda con el
posible VDRE en Dicer (Dicer-VDRE) y observamos que el complejo de DNA-proteina
formado fue similar al obtenido con una sonda con un VDRE consenso tipo DR3 (Qi et al.,
2002) que sirvio como referencia (figura 18a, carriles 2 y 3). Al utilizar una sonda con el
Dicer-VDRE mutado se disminuyo la formacion del complejo (figura 18a, carril 4).

En este caso, cuando utilizamos el anticuerpo anti VDR notamos la formacién de un nuevo
complejo de mayor tamafo y menor migracion conocido como super-retardo o supershift

(figura 18a, carril 5). Por otro lado, cuando utilizamos el anticuerpo anti RXR para
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confirmar la presencia del heterodimero VDR-RXR, el complejo de super-retardo se volvio
de mayor intensidad (figura 18a, carril 6). Para complementar estos experimentos,
realizamos ensayos de competencia entre el Dicer-VDRE marcado radiactivamente y un
exceso molar de 100 veces tanto de la sonda silvestre como de la mutada sin marcar.
Observamos que solamente la sonda silvestre compitié eficientemente la interaccion,
mostrando una disminucion en la banda del complejo de DNA-proteina (figura 18b, carriles
5, 6 y 7). Con estos resultados confirmamos que el VDRE ubicado en el gen de Dicer

interactua con el VDR in vitro.
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Figura 18 (pagina anterior). El VDRE ubicado en el promotor de Dicer es reconocido por el VDR y
el RXR in vitro. Se utilizd el extracto nuclear de células SiHa y sondas de DNA de doble cadena
marcadas con *’P en cada reaccién. Como referencia se utilizd la secuencia de un VDRE tipo
DR3. La capacidad de formacién de complejos de DNA-proteina del Dicer-VDRE fue evaluada y
comparada con la de una secuencia mutante, también se utilizaron anticuerpos especificos contra
el VDR y el RXR (a). Se realizaron ensayos de competencia para verificar la especificidad de la
union del Dicer-VDRE (b).

9.11 El VDRE en el promotor de Dicer parece ser funcional in vivo.

Para definir la funcionalidad del Dicer-VDRE in vivo en las células SiHa realizamos
ensayos de ChIP. Aunque observamos un producto unico de PCR cuya banda fue mas
intensa en la condicion con calcitriol, el tamafio observado fue algo menor que el esperado
de 330 pb (figura 19a). Al repetir todo el experimento utilizando las células C33-A, que no
expresan el VDR, no observamos ningun producto de PCR (figura 19b). Estas
observaciones aportan informacion para complementar los resultados obtenidos mediante
EMSA y sugieren la funcionalidad in vivo del VDRE detectado en Dicer. EI DNA de los
input se utilizd6 como control positivo y el de la inmunoprecipitacion con anti IgG de ratdon

como control negativo.
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Figura 19. El VDRE en el promotor de Dicer parece ser funcional in vivo. La cromatina obtenida de
las células SiHa y C33-A fue procesada para inmunoprecipitacién con los anticuerpos
mencionados (anti VDR o IgG de raton) y el DNA obtenido fue utilizado para PCR. Se evalud la
obtencion del amplicon de 330 pb del Dicer-VDRE-1 tanto en las células SiHa (a) como en las
células C33-A (b).
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9.12 El calcitriol regula diferencialmente la expresion de microRNAs en las células SiHa.

Para tener una idea sobre el significado biolégico de nuestros resultados en las células
SiHa, realizamos un perfil de expresion de microRNAs. Comparamos las células tratadas
con calcitriol con las células tratadas sélo con el vehiculo, utilizando los mismos tiempos
de tratamiento donde detectamos la induccion en Dicer (24 y 48 horas). El sistema de
microarreglos utilizado nos permitié analizar 1658 precursores de microRNAs (pre-
mMiRNAs) y 1733 microRNAs maduros (miRNAs) del genoma humano y distinguir los
cambios en su expresion. En general, observamos una mayor proporcion de microRNAs
maduros. El analisis reveld que a 24 horas del tratamiento con calcitriol solo 8 pre-
microRNAs aumentaron su expresiéon mientras que 31 microRNAs aumentaron. A las 48
horas del tratamiento sélo 2 pre-microRNAs aumentaron su expresiéon mientras que 55
microRNAs lo hicieron. Por otro lado, observamos también que algunos microRNAs
disminuyeron su expresion: 16 a 24 horas y 15 a 48 horas del tratamiento con el calcitriol
(figura 20). Todos los microRNAs diferencialmente expresados que fueron detectados se

muestran en las tablas 3 y 4.
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microRNAs regulados a 24 horas microRNAs regulados a 48 horas

B Aumento i Aumento

i Disminucidon i Disminucion

Figura 20. El calcitriol modifica la expresién de microRNAs en las células SiHa. El perfil de
expresion de microRNAs fue obtenido con microarreglos Affymetrix GeneChip miRNA Array v3.0 y
reveld que a las 24 horas del tratamiento con la hormona hubo un mayor numero de microRNAs
que aumentaron su expresion, en comparacion con aquellos que la disminuyeron (grafica a la
izquierda). De manera similar, a las 48 horas del tratamiento se detectaron mas microRNAs con un
aumento en su expresiéon que aquellos con una disminucion (grafica a la derecha). Los patrones de
expresion diferencial entre las condiciones experimentales (calcitriol vs vehiculo) fueron
determinados con el programa Limma. Para definir los microRNAs expresados diferencialmente,
se consider6 un umbral del valor de P < 0.05 y un valor de cambio minimo de 1.4 veces.

En términos generales, observamos una mayor cantidad de microRNAs cuya expresion
aumento, en comparacién con aquellos cuya expresion resultdé disminuida. De entre los
microRNAs que aumentaron su expresion (figura 21), encontramos siete que fueron
comunes a ambos tiempos de tratamiento con el calcitriol (24 y 48 horas). Dichos
microRNAs comunes fueron: miRNA-22, 296-3p, 29c, 342-5p, 4455, 4462 y 4656 (figura

22).
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Figura 21. Mapa de calor de los microRNAs inducidos por el calcitriol a 24 y 48 horas del
tratamiento en células SiHa. Se realiz6 un analisis de agrupamiento jerarquico no-supervisado con
los valores normalizados de los microRNAs utilizando el programa ggplots en R y aplicando una
escala de Z-score para evitar el dominio de los valores extremos. Los valores normalizados de
cada microRNA fueron graficados en filas y las columnas representan dos experimentos
independientes (calcitriol y control a 24 y 48 h). Dichos valores, indicados como el Z-score, fueron
graficados en una escala de colores verde — rojo, donde el verde indica una expresion menor y el
rojo indica una expresion mayor.

miRNA FC 24 Hrs

miR-22* 2.5
miR-296-3p 2.4
miR-297 2.4
miR-29¢ 2.9
miR-342-5p 1.9
miR-4455 2.5
miR-4462 1.6
miR-4656 1.5

Figura 22. Grupo de microRNAs cuya expresion aumenté tanto a 24 como a 48 horas del
tratamiento con calcitriol en células SiHa. Las barras horizontales rojas indican la magnitud de la
induccion (FC, fold change) de cada microRNA. Se menciona adicionalmente el miR-297 ya que
fue un caso particular donde hubo un cambio de una baja expresion a una induccion.
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Tabla

3.

Pre-microRNAs

(hp-mir)

y microRNAs

maduros

(miR)

expresados

diferencialmente en células SiHa después de 24 horas de tratamiento con calcitriol.

microRNAs inducidos Magnitud del cambio Valor de P
24 horas
hp_mir-1254-2_x 1.47 0.0368
hp_mir-1289-2 1.81 0.0015
hp_mir-326 1.49 0.0321
hp_mir-3934 1.64 0.0062
hp_mir-4419a 1.52 0.0262
hp_mir-4634 2.35 0.0072
hp_mir-631 1.73 0.0357
hp_mir-760 1.61 0.0308
miR-10a 3.00 0.0087
miR-10b 1.99 0.0118
miR-1914 1.55 0.0082
miR-204 1.56 0.0417
miR-22 2.76 0.0329
miR-296-3p 247 0.0317
miR-299-3p 1.68 0.0366
miR-29c 4.24 0.0026
miR-3200-3p 1.93 0.0057
miR-342-5p 1.54 0.0367
miR-3621 3.16 0.0018
miR-374a 1.63 0.0019
miR-378d 2.94 0.0035
miR-378i 1.68 0.0121
miR-3937 2.36 0.0202
miR-3942-3p 1.60 0.0125
miR-4440 2.92 0.0033
miR-4455 2.64 0.0016
miR-4462 1.63 0.0060
miR-455-5p 2.30 0.0432
miR-4656 210 0.0016
miR-4708-5p 2.22 0.0310
miR-4730 1.96 0.0395
miR-4788 2.30 0.0141
miR-491-5p 1.44 0.0061
miR-497 2.32 0.0227
miR-572 1.64 0.0267
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miR-602 2.80 0.0428
miR-665 2.74 0.0284
miR-874 2.21 0.0048
miR-939 1.81 0.0355
microRNAs disminuidos  Magnitud del cambio Valor de P
24 horas
hp_mir-3153_x -1.53 0.0282
hp_mir-3180-5_s -1.45 0.0019
hp_mir-365-1_x -1.51 0.0015
hp_mir-4647 -1.88 0.0041
hp_mir-548f-2_x -1.40 0.0019
miR-1249 -1.77 0.0183
miR-125b-1 -1.90 0.0043
miR-1262 -1.60 0.0140
miR-150 -1.96 0.0047
miR-199b-3p -1.40 0.0121
miR-297 -1.80 0.0146
miR-30b -2.48 0.0015
miR-3128 -1.78 0.0305
miR-362-3p -1.44 0.0195
miR-3921 -2.36 0.0318
miR-4276 -1.47 0.0359
miR-606 -1.71 0.0296
miR-663b -1.85 0.0238
miR-720 -1.66 0.0110
miR-766 -2.21 0.0317
miR-769-3p -1.63 0.0315
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Tabla

4.

Pre-microRNAs

(hp-mir)

y microRNAs

maduros

(miR)

expresados

diferencialmente en células SiHa después de 48 horas de tratamiento con calcitriol.

microRNAs inducidos Magnitud del cambio Valor de P
48 horas
hp_mir-3150a1 1.42 0.0032
hp_mir-4661 210 0.0045
let-7f 1.41 0.0070
miR-1184 3.76 0.0026
miR-1244 2.88 0.0020
miR-1273d 1.48 0.0153
miR-132 1.89 0.0032
miR-185 2.26 0.0113
miR-1913 2.06 0.0004
miR-22 2.51 0.0470
miR-2277-5p 2.27 0.0005
miR-296-3p 2.41 0.0351
miR-297 2.39 0.0035
miR-29b-2 213 0.0290
miR-29¢ 2.92 0.0173
miR-30c-1 2.06 0.0191
miR-3147 1.63 0.0358
miR-3158-5p 2.21 0.0267
miR-3169 1.66 0.0088
miR-3175 3.10 0.0015
miR-331-5p 1.54 0.0144
miR-342-5p 1.92 0.0144
miR-3612 1.51 0.0176
miR-3613-3p 1.70 0.0468
miR-3676 1.52 0.0012
miR-3677-3p 1.53 0.0017
miR-374b 3.84 0.0001
miR-4257 210 0.0010
miR-4284 2.04 0.0056
miR-4419a 2.19 0.0195
miR-4448 3.88 0.0077
miR-4455 2.50 0.0022
miR-4458 1.99 0.0249
miR-4462 1.60 0.0066
miR-4481 1.62 0.0285

68



miR-4492 1.86 0.0082
miR-4517 1.81 0.0016
miR-4534 1.45 0.0138
miR-4655-5p 3.27 0.0023
miR-4656 1.53 0.0086
miR-4667-5p 2.05 0.0070
miR-4688 412 0.0012
miR-4720-5p 1.82 0.0133
miR-4722-3p 212 0.0016
miR-4800-5p 1.94 0.0150
miR-490-5p 1.42 0.0080
miR-498 1.74 0.0194
miR-5096 3.44 0.0051
miR-518a-5p 1.61 0.0162
miR-542-5p 1.94 0.0055
miR-548al 1.54 0.0041
miR-590-5p 1.79 0.0305
miR-598 1.96 0.0165
miR-615-5p 1.71 0.0249
miR-671-3p 2.21 0.0153
miR-891a 1.56 0.0123
miR-96 1.70 0.0410
microRNAs disminuidos Magnitud del cambio Valor de P
48 horas
hp_mir-31271 -1.46 0.0873
hp_mir-47631 -1.46 0.1295
hp_mir-548qg_x1 -1.94 0.0511
let-7f-1 -1.48 0.2148
miR-1292 -1.44 0.2064
miR-181c -1.77 0.3300
miR-2277-3p -1.74 0.1213
miR-3162-3p -1.48 0.2083
miR-3201 -1.72 0.1168
miR-3605-5p -1.67 0.0751
miR-3613-5p -1.53 0.6791
miR-3648 -2.44 0.0597
miR-3917 -1.45 0.1529
miR-3921 -1.80 0.0817
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miR-4418 -1.76 0.0609

miR-4423-3p -1.70 0.0625
miR-4442 -1.42 0.0885
miR-548a -1.44 0.0649
miR-551b -1.98 0.1409

9.13 Los RNAs mensajeros blanco de los microRNAs que aumentaron su expresion estan

potencialmente relacionados con el cancer.

Para conocer los posibles RNAs mensajeros blanco de los microRNAs que cambiaron su
expresion ante el tratamiento con calcitriol, realizamos un analisis computacional con la
base de datos miRWalk, que utiliza 10 algoritmos. Se consideraron solamente los RNAs
mensajeros blanco predichos con al menos 7 diferentes algoritmos para continuar con un
analisis de enriquecimiento de vias celulares, mediante la base de datos DAVID, y asi
tener idea de los posibles procesos bioldgicos involucrados. Los resultados del analisis
destacaron vias relacionadas con regulacion transcripcional y postranscripcional,
movilidad celular, modificacién de la cromatina, entre otras (figura 23). De manera
interesante, varias vias enriquecidas estan involucradas con el desarrollo del cancer. En
particular, encontramos que los microRNAs -22, -498 y -296-3p fueron algunos de los
inducidos por el calcitriol en las células SiHa y de los cuales se tiene ya descrito que son
anticancerigenos en otros tipos celulares. Por otro lado, procesos como la sefializacion
celular, la muerte celular programada y el transporte intracelular fueron predichos para ser

afectados por los microRNAs cuya expresion fue disminuida por el calcitriol (figura 23).
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Figura 23. Vias celulares potencialmente afectadas por los microRNAs expresados
diferencialmente en las células SiHa tratadas con calcitriol durante 24 o 48 horas. El analisis de
vias celulares fue realizado con la base de datos DAVID, considerando los RNAs mensajeros
blanco predichos para los microRNAs cuya expresion aumenté o disminuyd. Sélo se consideraron
los RNAs mensajeros predichos por, al menos, 7 algoritmos de la base de datos miRWalk.
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10. Discusion.

Al comenzar a desarrollar el presente trabajo experimental, encontramos que la
informacion disponible sobre la regulacion hormonal de la biogénesis de los microRNAs
era sumamente limitada; de hecho, como tema de estudio sigue siendo algo reciente.
Partiendo de la cuestion anterior, decidimos evaluar la expresion génica de Drosha,
DGCR8, DDX5, DDX17, Exportina 5, Dicer y Argonauta 2, considerados como los
principales componentes de la maquinaria de biogénesis de los microRNAs, ante
diferentes tiempos de tratamiento con el calcitriol. Utilizamos principalmente a la linea
celular SiHa de cancer cervical humano porque que expresa el VDR y es susceptible a la
accion del calcitriol (Avila et al., 2010).

Se ha descrito que algunos de los genes blanco del calcitriol y el VDR aumentan su
expresion ante tiempos de tratamiento cortos, de 2 a 6 horas, mientras que otros genes
blanco aumentan su expresion ante tiempos de tratamiento largos, de 24 a 72 horas
(Carlberg, 2011). Lo anterior nos sirvié como un criterio para dirigir nuestros experimentos.
Los resultados obtenidos mediante la técnica de RT-gPCR mostraron que, de los siete
genes evaluados, unicamente la expresién génica de DDX5, DICER y DGCRS8 fue
inducida ante el tratamiento con el calcitriol. En particular, detectamos que la expresion
geénica de DDX5 aumento a las 3 horas del tratamiento mientras que la expresién de Dicer
y DGCR8 aument6 a las 24 horas y a las 48 horas. Estos resultados indicaron que el
calcitriol puede aumentar la expresion génica de algunos componentes de la maquinaria
de biogénesis de los microRNAs y que podria ser un regulador hormonal de dicho
proceso. Se ha propuesto que los blancos primarios del calcitriol unido al VDR, requieren
de tiempos cortos de estimulacion para ser inducidos a nivel de la transcripcion. Dentro de

la categoria de los blancos primarios se tienen ejemplos bien caracterizados, a saber: la

72



osteocalcina y la osteopontina son proteinas que participan en el transporte del calcio y en
la formacion de los huesos, acciones fundamentales del calcitriol consideradas como
clasicas. Por otro lado, p21 que es un inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas,
contiene VDREs en el promotor de su gen y el incremento en su expresion, debida al
calcitriol, inhibe la proliferacién al inducir el arresto en la fase G0/G1 del ciclo celular
(Carlberg y Seuter, 2009). Con base en nuestros datos de RT-qPCR, de los ensayos de
transfeccion con el gen reportero de luciferasa, de EMSA y de ChIP, consideramos que el
gen DDXS5 podria ser considerado como un blanco primario del VDR, ya que el incremento
en su expresion fue detectado a las 3 horas después del tratamiento con el calcitriol.

De manera interesante, y como una observacién complementaria, nuestros resultados
obtenidos ante el tratamiento con el acido 9-cis-retinoico también mostraron un aumento
en la expresion de DDX5. Lo anterior ha sido descrito para el caso de CYP24A1, uno de
los blancos primarios clasicos del calcitriol (Zou et al., 1997). De hecho, se determiné que
en ese gen los VDREs ubicados en el promotor, funcionan también como elementos de
respuesta al acido 9-cis-retinoico, aunque la magnitud de la induccion es claramente
menor. Ademas, se ha reportado que otros genes blanco del calcitriol han resultado
susceptibles de regulacion por los retinoides, como es el caso de la osteopontina y de la
osteocalcina. Particularmente, se observd que los niveles del RNA mensajero de la
osteopontina eran incrementados con 4 horas de tratamiento con retinoides (Zou et al.,
1997). Por lo ya mencionado, ha surgido la idea de que los ligandos del RXR podrian
regular a algunos de los genes que son blancos de la vitamina D.

La helicasa DDX5 estd implicada en la regulacion de la transcripcion debido a sus
interacciones con varios componentes de dicha maquinaria celular: la RNA polimerasa |,

CBP/p300 y HDAC1 (Fuller-Pace y Moore, 2011) y adicionalmente funciona como un
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coactivador de varios receptores nucleares (como el receptor de estrégenos o y el
receptor de androgenos) incluyendo el VDR. Por lo anterior, es posible que el tratamiento
con calcitriol tuviera un efecto inductivo sobre la expresion de DDX5 para favorecer tanto
la actividad transcripcional de la célula como los eventos postranscripcionales, en donde la
biogénesis de los microRNAs tiene un papel importante, tomando en cuenta que DDX5 es
una helicasa de RNA que participa en ambos procesos celulares (Wagner et al., 2012).
Existe un reporte sobre la regulacion de la expresion de DDX5 en la linea celular HaCaT
donde se demuestra que la expresion de DDX5 es incrementada ante el tratamiento con
oxido nitrico, factores de crecimiento y citocinas proinflamatorias y se propone que ese
fendbmeno es importante para la proliferacién de los queratinocitos durante la reparaciéon
de la piel (Kahlina et al., 2004). Algo por destacar de ese estudio esta en que los tiempos
de induccion en la expresiéon del RNA mensajero de DDX5 estan entre 2 y 5 horas, es
decir, son tiempos de tratamiento cortos. Aunque los mecanismos celulares que
incrementan la expresion de DDX5 son diferentes entre los factores utilizados en ese
estudio y el calcitriol, es interesante notar que la actividad de dicha helicasa de RNA es
requerida rapidamente por la célula, independientemente del estimulo externo, lo cual
hablaria de la importante funcion de DDX5 en la fisiologia de las células. Ahora bien, la
propuesta de que DDX5 fuera regulada por una hormona como el calcitriol es interesante
si consideramos que, hasta ahora, existe solamente un caso reportado en donde se
describe la regulacién hormonal de una helicasa de RNA. La proteina GRTH (también
conocida como DDX25) es un miembro de la familia DEAD box de helicasas de RNA que
se expresa casi exclusivamente en los testiculos, donde actua como un regulador

multifuncional que es esencial para la espermatogénesis. En células de Leydig se ha
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demostrado que su expresion es incrementada por la gonadotropina coridnica humana
(Tsai-Morris et al., 2010).

Los otros dos genes que identificamos como inducibles por el calcitriol: Dicer y DGCRS,
cuyo incremento en la expresion fue observado a las 24 horas y 48 horas, nos sugiere que
podrian ser blancos de respuesta tardia al calcitriol. Se ha propuesto que ese tipo de
genes también contribuyen a los efectos fisiologicos del calcitriol pero su induccion
requiere de varias horas, o incluso dias, y puede implicar la participacion de otras
proteinas coreguladoras (Carlberg y Seuter, 2009). Sin embargo, existen ejemplos de
genes de respuesta tardia donde se identificaron VDREs en su regién promotora y que
son responsables del aumento en la expresion con el calcitriol, tal es el caso del gen de la
nefrina, un importante componente estructural producido en los podocitos (Deb et al.,
2011). Cabe destacar que tanto DGCR8 como Dicer han sido descritos como genes que
respondieron ante el tratamiento con estradiol y progesterona, respectivamente, en el
utero de ratén (Nothnick et al., 2010). De manera interesante, la magnitud del aumento
reportado fue similar a la que nosotros observamos en nuestros experimentos con calcitriol,
a pesar de que esos investigadores utilizaron ratones y nosotros lineas celulares, lo cual
apoya el significado biolégico de nuestros datos. En el presente trabajo, no profundizamos
en el estudio de la regulacién de DGCRS8 por limitaciones tanto de informacion (falta de
una region promotora precisa) como experimentales (falta de un anticuerpo adecuado); sin
embargo, consideramos que el aumento en la expresién del RNA mensajero aporta un
indicio interesante que hay que considerar.

Ya que el aumento en la expresién de DDX5, DGCRS8 y Dicer podria tener un impacto en
la biogénesis de los microRNAs, decidimos profundizar en su efecto biolégico sobre las

células SiHa. En particular, considerando la importancia de Dicer en la via de biogénesis y

75



los resultados obtenidos de nuestros experimentos, nos enfocamos en explorar su efecto
sobre la expresion de los microRNAs. El analisis del perfil de expresién de microRNAs
reveld una mayor proporcion de microRNAs maduros que de precursores y también que
hubo un mayor numero de microRNAs que aumentaron su expresion que aquellos que la
disminuyeron, lo cual coincide con observaciones reportadas en otros tipos de células
tumorales (Giangreco y Nonn, 2013). Aunque el mecanismo clasico de induccion de la
expresion génica utilizado por el calcitriol (mediante el VDR y los VDRES) ha sido descrito
en microRNAs (Peng et al., 2010; Guan et al., 2013) y ayudaria a explicar la induccion que
detectamos en diversos microRNAs en nuestro estudio, no se puede descartar la
participacion de otros procesos celulares. Una explicacion complementaria implicaria que
el calcitriol favoreciera el procesamiento de los microRNAs, pero dicho panorama no habia
sido reportado. Nuestros resultados sugieren una probable relacién con la induccion de
Dicer, que es una enzima clave en la biogénesis de los microRNAs. Si bien el aumento en
la expresion de Dicer fue pequeno, la cantidad de proteina fue proporcional a la cantidad
del RNA mensajero, haciendo el aumento plausible. Es importante destacar que lo anterior
fue observado en la expresion de Dicer pero no en la de Drosha, la otra enzima importante
del proceso de biogénesis, lo cual indico un efecto gen-especifico. Adicionalmente, la
expresion de Dicer no tuvo cambios en las células C33-A (carentes del VDR) aun cuando
se utilizé la misma concentracién de calcitriol (1 uM). En conjunto, estos resultados indican
que el gen de Dicer, expresado en las células SiHa de cancer cervical humano, es un
componente de la maquinaria de biogénesis de microRNAs inducido por el calcitriol, de

manera dependiente del VDR.
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Es conveniente aclarar, con respecto al hecho de que tanto el RNA mensajero como la
proteina de DDX5 y de Dicer aumentaron ante el tratamiento con calcitriol, que aunque es
probable una mayor biodisponibilidad de dichas enzimas, favoreciendo los procesos en
donde participan, no es algo demostrado por nuestras observaciones. Seria interesante
disefiar y realizar experimentos adicionales que demuestren la funcionalidad de ambas
enzimas de la biogénesis de microRNAs, asociada al aumento en su expresion. Por otro
lado, considerando el grupo de microRNAs que detectamos disminuidos en su expresion,
la existencia de VDREs negativos en sus promotores podria estar asociada con dicho
efecto, ya que el calcitriol unido al VDR también puede reprimir la transcripcidon de genes,
pero hasta ahora no hay ejemplos descritos con microRNAs. En dicho caso, el aumento
detectado en la expresion de DDX5 y de Dicer no favoreceria el procesamiento de esos
microRNAs.

En otro aspecto de nuestro estudio, dado que el calcitriol tiene efectos antiproliferativos en
las células SiHa, nuestras observaciones podrian estar relacionadas con tales efectos. De
hecho, algunos de los microRNAs inducidos que detectamos, estan relacionados con la
accion anticancerigena del calcitriol. Por ejemplo: el miR-22 y el miR-498 son inducibles
por el calcitriol y tienen acciones anticancerigenas demostradas. El miR-22 inhibe la
migracion celular y la proliferacion en células de cancer de colon (Alvarez-Diaz et al.,
2012). El miR-498 reprime la expresion de la telomerasa en células de cancer de ovario,
de cancer de mama y de cancer de endometrio (Kasiappan et al., 2012). El hecho de que
también los hayamos detectado en células de cancer cervical sugiere que existe un grupo
conservado de microRNAs, blancos del calcitriol, con efectos anticancerigenos, lo cual
enriquece el conocimiento bioldgico sobre esta hormona como un agente para prevenir el

desarrollo de los tumores.
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Por otro lado, diversos estudios describen que en varios tipos de cancer, incluyendo el
cancer cervical, ocurre una disminucién en la expresion de Dicer que favorece el
desarrollo tumoral (Pellegrino et al., 2013; Zhao et al., 2014; He et al., 2014). En contraste,
nuestros hallazgos representan el primer reporte sobre el calcitriol como una hormona que
induce la expresion de Dicer en el cancer cervical y por ello pueden ser de interés
biomédico, en el contexto de la biologia del cancer. Cabe mencionar que la concentracion
de calcitriol utilizada en nuestros estudios (1 uM) es inalcanzable fisiologicamente y que
en un contexto terapéutico seria muy riesgosa para considerarla; no obstante, ha sido
utilizada en varios trabajos donde se han descrito hallazgos interesantes (Agarwal et al.,
1999; Riboldi et al., 2005; Halder et al., 2013; Haddur et al., 2015) y donde también se
puede concluir que algunos tipos celulares requieren de una concentracion alta de
calcitriol para mostrar una respuesta maxima y clara, teniendo un significado biolégico. Al
parecer, la capacidad de respuesta a los estimulos difiere de unas células a otras en
funcién de sus patrones de regulacion génica y de las redes de interaccidn entre los genes.
Finalmente, nuestros resultados de ciencia basica aportan evidencia para seguir
explorando la regulaciéon de Dicer por el calcitriol en otros tipos celulares de cancer, o
incluso en modelos animales (ratones, por ejemplo). Consideramos que seria interesante
estudiar este efecto regulador del calcitriol en otros modelos biolégicos porque la dosis
requerida podria ser menor (tal vez alcanzable fisiolégicamente) a la que utilizamos con

las lineas celulares de cancer cervical.
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11. Conclusiones.

1. La expresiéon de DDX5, DGCRS8 y Dicer es inducible por el calcitriol a una
concentracion alta (1 uM) en células SiHa de cancer cervical.

2. El aumento en la expresion de DDXS5 y de Dicer involucra el mecanismo clasico de
los efectos gendmicos del calcitriol, implicando la interaccion del VDR con un VDRE.

3. El calcitriol modula la expresion diferencial de microRNAs en células SiHa de
cancer cervical.

4. La proporcion de microRNAs inducidos por el calcitriol es mayor que la de aquellos
disminuidos, lo cual coincide con observaciones en otros tipos celulares de cancer.

5. El aumento en la expresion de microRNAs podria ser favorecido por el aumento
observado en la expresion de DDX5, DGCRS y Dicer.

6. El significado biolégico de los efectos observados estaria relacionado con la

actividad antiproliferativa del calcitriol en las células SiHa.
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12. Perspectivas.

Disefar y realizar experimentos que evaluen la actividad de ribonucleasa de Dicer y
la actividad de helicasa de RNA de DDX5, en relacién al aumento en su expresion
debida al calcitriol.

Estudiar el efecto de la combinacion del calcitriol con el acido 9-cis-retinoico sobre
la expresion de DDX5 y Dicer.

Estudiar el efecto del calcitriol sobre la expresion de Dicer y DDX5 en otro modelo
bioldgico (cultivo primario o ratones) para comparar y contrastar los resultados
obtenidos en este proyecto.

Validar mediante qPCR el cambio en la expresion de algunos microRNAs
identificados con el microarreglo e identificar experimentalmente los RNAs
mensajeros blanco.

Determinar el perfil de expresién de microRNAs en células C33-A, que carecen del
VDR, para compararlo con el de las células SiHa, ante el tratamiento con calcitriol,

e identificar los microRNAs expresados diferencialmente.
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Calcitriol increases Dicer expression and modifies the
microRNAs signature in SiHa cervical cancer cells

Ramiro José Gonzdlez-Duarte, Verna Cdzares-Ordofiez, Sandra Romero-Cérdoba, Lorenza Diaz,
Victor Ortiz, Julio Augusto Freyre-Gonzdlez, Alfredo Hidalgo-Miranda, Fernando Larrea,
and Euclides Avila

Abstract: MicroRNAs play important roles in cancer biology. Calcitriol, the hormonal form of vitamin D,, regulates microRNAs
expression in tumor cells. In the present study we asked if calcitriol would modify some of the components of the microRNA
processing machinery, namely, Drosha and Dicer, in calcitriol-responsive cervical cancer cells. We found that calcitriol treat-
ment did not affect Drosha mRNA; however, it significantly increased Dicer mRNA and protein expression in VDR-positive SiHa
and HelLa cells. In VDR-negative C33-A cells, calcitriol had no effect on Dicer mRNA. We also found a vitamin D response element
in Dicer promoter that interacts in vitro to vitamin D and retinoid X receptors. To explore the biological plausibility of these
results, we asked if calcitriol alters the microRNA expression profile in SiHa cells. Our results revealed that calcitriol regulates
the expression of a subset of microRNAs with potential regulatory functions in cancer pathways, such as miR-22, miR-296-3p, and
miR-498, which exert tumor-suppressive effects. In summary, the data indicate that in SiHa cells, calcitriol stimulates the
expression of Dicer possibly through the vitamin D response element located in its promoter. This may explain the calcitriol-
dependent modulation of microRNAs whose target mRNAs are related to anticancer pathways, further adding to the various
anticancer mechanisms of calcitriol.

Key words: vitamin D, Dicer, Drosha, VDR, microRNA, cervical cancer.

Résumé : Les microARN exercent des roles importants dans la biologie du cancer. Le calcitriol, la forme hormonale de la vitamine D,
régule I'expression des microARN dans les cellules tumorales. Dans I'étude présente, les auteurs ont voulu savoir si le calcitriol
modifiait certaines composantes de la machinerie de la maturation des microARN, notamment Drosha et Dicer, dans des cellules de
cancer cervical répondant au calcitriol. Ils ont trouvé qu’un traitement au calcitriol n’affectait pas ’ARNm de Drosha; cependant, il
accroissait significativement ’ARNm de Dicer et I'expression de la protéine dans les cellules exprimant le VDR, les cellules SiHa et
HelLa. Chez les cellules C33-A négatives au VDR, le calcitriol n’avait pas d’effet sur ’ARNm de Dicer. Les auteurs ont aussi trouvé un
élément de réponse a la vitamine D dans le promoteur de Dicer qui interagit in vitro avec les récepteurs de la vitamine D et des
rétinoides X. Afin d’explorer la signification biologique de ces résultats, ils ont vérifié si le calcitriol modifie le profil d’expression des
microARN des cellules SiHa. Leurs résultats révelent que le calcitriol régule ’expression d*un sous-ensemble de microARN possédant
des fonctions régulatrices potentielles dans les voies cancéreuses, comme miR-22, miR-296-3p et miR-498, qui exercent des effets
suppresseurs des tumeurs. En résumé, les données indiquent que dans les cellules SiHa, le calcitriol stimule I'expression de Dicer,
possiblement au moyen d’'un élément de réponse a la vitamine D localisé dans son promoteur. Ceci peut expliquer la modulation
dépendante du calcitriol des microARN dont les ARNm cibles sont reliés a des voies anticancéreuses, ce qui s’ajoute aux différents
mécanismes anticancéreux du calcitriol. [Traduit par la Rédaction]

Mots-clés : vitamine D, Dicer, Drosha, microARN, cancer cervical.

Introduction with transcription, followed by multiple processing steps to pro-

MicroRNAs (miRNAs) are a class of small non-coding RNA mol- duce mature miRNAs. Among these maturation steps, the cata-
ecules that bind to the 3'-untranslated region of target mRNAs lytic activities of Drosha and Dicer ribonucleases are essential in
resulting in gene silencing (Stroynowska-Czerwinska et al. 2014). the miRNA biogenesis. Deregulated levels of these key enzymes
They have fundamental roles in human biology, and their dereg- are associated with impaired miRNA maturation and tumorigen-
ulation has been associated with several diseases, including can- esis in animal models and in a variety of human cancers [reviewed

cer (De Santa et al. 2013). MiRNA biogenesis begins in the nucleus in De Santa et al. (2013)].
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Table 1. Primers and probes used in qPCR.

Gene (GenBank accession Amplicon  Universal
number) Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') Position (nt) ProbeLibrary Probe
Drosha (NM_013235) GGCCCGAGAGCCTTTTATAG ~ TGCACACGTCTAACTCTTCCAC 167-285 119 17

Dicer (NM_177438) TCCGATGGTTCTCGAAGG GCAAAGCAGGGCTTTTCAT 154-256 105 47

CYP24A1 (NM_000782) CATCATGGCCATCAAAACAA  GCAGCTCGACTGGAGTGAC 1120-1184 65 88

GAPDH (AF261085) AGCCACATCGCTGAGACAC GCCCAATACGACCAAATCC 84-149 66 60

Numerous studies have suggested that vitamin D and its deriv-
atives are useful agents for the prevention and therapy of several
types of human cancer (Feldman et al. 2014). In general, calcitriol
regulates many physiological processes, including cellular growth
and differentiation, through the interaction of the heterodimer
formed by the vitamin D receptor (VDR) and the retinoid X recep-
tor (RXR) with specific sequences on target genes termed vitamin D
response elements (VDREs) (Carlberg and Campbell 2013). In addi-
tion, calcitriol also modifies gene expression patterns by regulat-
ing miRNAs expression (Feldman et al. 2014), but the mechanism
involved in this process is still unclear. It could be possible that
calcitriol regulates miRNA biogenesis by acting over the key ma-
chinery components expression. Thus, the aim of the present
study was to investigate if calcitriol affects the expression of
Drosha and Dicer in calcitriol-responsive cervical cells and to eval-
uate its effects on miRNA differential expression. SiHa and HeLa
cervical cell lines were considered calcitriol-responsive because
they express the VDR (Avila et al. 2010; Kloss et al. 2010), whereas
C33-A cervical cell line was considered calcitriol-unresponsive be-
cause it lacks the VDR (Cdzares-Ordoiiez et al. 2015).

Materials and methods

Cell culture

Cervical cancer cell lines SiHa, C33-A, and HeLa were obtained
from the ATCC (Rockville, Maryland, USA) and cultured in DMEM
containing 5% fetal bovine serum (FBS), penicillin (100 units/mL),
and streptomycin (100 pg/mlL) in a humidified atmosphere con-
taining 5% CO, and 95% air at 37 °C. Calcitriol was donated from
Hoffmann-La Roche Ltd (Basel, Switzerland). Cells were treated
with 0.1% ethanol as vehicle or the indicated concentrations of
calcitriol in DMEM, supplemented with charcoal-treated FBS.

mRNA expression analysis

Total RNA was isolated using TRIzol reagent (Life Technologies,
Carlsbad, California, USA) according to the protocol established
by Chomczynski and Sacchi (1987). The concentration and quality
assessment of RNA samples were determined by spectrophotom-
etry and agarose gel electrophoresis, respectively. RNA was stored
at —80 °C. The synthesis of cDNA was performed using the Tran-
scriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Germany) with
the anchored-oligo(dT)18 priming method, for 90 min at 42 °C,
using 3 ng of total RNA as template. Real-time PCR (qQPCR) was
carried out using the TagMan Master System, using specific hy-
drolysis probes from the Universal ProbeLibrary set for human
and the LightCycler 2.0 Instrument from Roche (Roche, Germany),
as previously described (Avila et al. 2010). Targets accession num-
ber, hydrolysis probes number, primers sequences, and sizes of
resulting amplicons are shown in Table 1. The PCR thermocycling
parameters consisted of an initial denaturation step at 95 °C for
10 min, followed by 45 cycles at 94 °C for 10 s, 60 °C for 30 s, and
72 °C for 1 s, as described in the kit protocol from Roche. The
expression of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
was used to normalize gene expression, given that it is not af-
fected by calcitriol treatment in SiHa, HeLa, and C33-A cervical
cancer cells (Avila et al. 2010; Cdzares-Ordofiez et al. 2015). Data
were analyzed using a relative quantification analysis with the
LightCycler Software 4.05 (Roche, Germany).

Western blotting

Western blotting was performed as described previously (Cdzares-
Ordoifiez et al. 2015). Proteins were separated onto 10% denaturing
polyacrylamide gels and transferred by wet electroblotting over-
night at 25 volts to nitrocellulose membranes. The primary antibod-
ies used were: Dicer (sc-136980, 1:200) from Santa Cruz Biotechnology
Inc. (Santa Cruz, California, USA) and as loading control GAPDH
(MAB374, 1:10000) from Millipore (Billerica, Maryland, USA). The op-
tical density of each protein band was quantitated using the Molec-
ular Imager ChemiDoc XRS System and the Image Lab Software
(Bio-Rad, Hercules, California, USA).

In silico screening for VDREs in Dicer gene

Human and mouse Dicer genomic sequences (UC001ydx.2 and
UC0070xi.1, respectively) were obtained from the UCSC Genome
Browser (http://genome.ucsc.eduf) (Kent et al. 2002). The human
sequence analyzed in this study comprised 5000 bp upstream
from the Dicer transcription start site, corresponding to the gene
promoter. The computational screening for VDREs in the human
Dicer sequence was carried out using the Jaspar database version
4.0 (http:/[jaspar.genereg.net) (Portales-Casamar et al. 2010). The
matrix model MA0074.1 (specific for RXR-VDR) was used to iden-
tify putative VDREs. To highlight relevant VDREs, shared by or-
thologous human and mouse Dicer sequences, a phylogenetic
footprinting analysis was performed using the ConSite program
(http://asp.ii.uib.no:8090/cgi-bin/CONSITE/consite) (Sandelin et al. 2004).

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Nuclear extracts from SiHa cells treated during 3 h with 0.1 umol/L
calcitriol were prepared using the CelLytic NuCLEAR Extraction Kit
(Sigma, St. Louis, Missouri, USA) following manufacturer’s instruc-
tions. Protein concentration was determined by the bicinchoninic
acid protein assay. EMSAs were performed using the Gel Shift Assay
System (Promega, Madison, Wisconsin, USA), as described by Cdzares-
Ordofiez et al. (2015), using double-stranded probes generated by
mixing the complementary oligonucleotides (Integrated DNA Tech-
nologies, Inc., Coralville, Iowa, USA), shown in Table 2. EMSAs were
performed with 32P end-labeled probes containing a canonical DR3-
type VDRE as a positive control (DR3-VDRE) (Qi et al. 2002), the puta-
tive VDRE in the human Dicer gene promoter (Dicer-VDRE) or a
mutant form of this VDRE (Dicer-VDRE-Mut). Six micrograms of
SiHa nuclear extracts, 17.5 fmol of each labeled probe and 2 p.g of
poly(dI-dC) were added per reaction. For supershift assays, sam-
ples were pre-incubated during at least 30 min with 3 pg of spe-
cific antibodies against VDR or RXR before the incubation of the
labeled probes with nuclear extracts. For competition studies, a
100-fold excess unlabeled double-stranded probe was added as a
specific competitor in each reaction. The DNA-protein complexes
were resolved on 4% non-denaturing polyacrylamide gels and vi-
sualized by autoradiography.

miRNA expression analysis

SiHa cells treated with ethanol as vehicle or 1 pmol/L calcitriol
were incubated during 24 or 48 h, before total RNA was isolated
using TRIzol reagent. Each experiment was performed with six
replicates, and two independent experiments were performed.
RNA concentration was determined using a NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA), and integrity was
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Table 2. Primers used for EMSAs.

Double stranded probe Complementary oligonucleotides sequences

Dicer-VDRE 5'-TGGCTGGGGGGCCGGGATTAACCTT-3'
5'-AAGGTTAATCCCGGCCCCCCAGCCA-3’

Dicer-VDRE-Mut 5'-TGGCTttGGGGCCGLtATTAACCTT-3’
5'-AAGGTTAATAACGGCCCCAAAGCCA-3’

DR3-VDRE 5'-AGCTTCAGGTCAAGGAGGTCAGAGAGCT-3’

5'-AGCTCTCTGACCTCCTTGACCTGAAGCT-3’

evaluated on an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Palo Alto, California, USA). Only RNA samples with a RNA integrity
number greater than 9.0 were further processed for microarray anal-
ysis. From the two independent experiments, we prepared two pools
for each microarray analysis (N = 2). Each RNA pool consisted of
mixing equimolar concentrations of total RNA from six indepen-
dent experimental replicates (three replicates from each of the
independent experiments per condition). Thus, a total of 8 mi-
croarrays were used in this study. miRNA expression was evalu-
ated with the Affymetrix GeneChip miRNA Arrays v 3.0, which
analyzed 1733 mature miRNAs and 1658 premiRNAs (Affymetrix,
Santa Clara, California, USA). Gene expression profiling was per-
formed using the Affymetrix FlashTag Biotin HSR RNA labeling
kit. Briefly, 1 ng of total RNA was labeled with Flashtag HSR kit
and hybridized to the Affymetrix GeneChip. Washing and stain-
ing processes were performed in a GeneChip Fluidics Station 450.
The probe arrays were scanned using an Affymetrix GeneChip
Scanner 3000 7G. Microarray experiments were done at the geno-
typing and gene expression core laboratory of the National Institute
of Genomic Medicine in Mexico City. Microarray data were deposited
in Gene Expression Omnibus (GEO) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
summary/) with accession number GSE61829. The computational
analysis of the microarray data CEL files was processed with the
Affy library in R Bioconductor. Microarray background correction
and normalization was done using Robust Multichip Analysis (RMA)
and quantile algorithm, respectively. Differentially expression pat-
terns between calcitriol treatment and controls were determined
using the Limma package to perform an adjusted Student’s i-test,
using a Bayesian estimation of the variance. To define the differen-
tially expressed genes, a threshold of P value < 0.05 and a fold change
value of at least 1.4 were considered. Unsupervised hierarchical clus-
tering analysis with the normalized values of the differentially ex-
pressed miRNAs was performed using the ggplots package in R,
performing a Z-score scaling to avoid the dominance of extreme
values.

miRNA pathway analysis

To identify the biological processes in which the differentially
expressed miRNAs genes might be involved, miRWalk database
(http:/fwww.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/), which pro-
vides information on miRNA targets based in 10 algorithms
(DIANA-mT, miRanda, miRDB, miRWalk, RNAhybrid, PICTAR v4
and v5, PITA, RNA22, and TargetScan), was used. Only target mR-
NAs predicted for at least 7 different algorithms were considered
for the further pathway analysis. An enrichment analysis was
done using the DAVID database (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) to
provide a possible biological meaning behind the predicted target
mRNAs. For pathway visualization, the Enrichment map plug-in
of cytoscape was used.

Statistical analysis

The effect of calcitriol upon Dicer mRNA and protein was evalu-
ated at least in three independent experiments in triplicate. The
results were expressed relative to vehicle-treated controls (mean *
SD). Statistical comparisons were assessed by a 2-tailed Student’s
t-test, and differences were taken to be statistically significant at
P <0.05.

Biochem. Cell Biol. Vol. 93, 2015

Fig. 1. Time course of the effect of calcitriol on Dicer and Drosha
mRNA levels in cervical cancer cells. SiHa cells were treated with

1 pmol/L calcitriol (filled bars) or 0.1% ethanol as vehicle (open bars)
for variable times before total RNA was isolated. For the qPCR
assays, Dicer (A) or Drosha (B) mRNA levels were normalized to
GAPDH mRNA and results were represented relative to values from
vehicle-treated SiHa cells. HeLa (C) and C33-A (D) cells were
incubated with calcitriol (filled bars) or its vehicle (open bars) during
24 or 48 h and then subjected to Dicer mRNA expression studies as
described. Data are presented as mean * SD from 3 independent
experiments performed in triplicate. *P < 0.05 vs control at the same
incubation time.
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Dicer mRNA and protein levels are induced by calcitriol

To investigate if Dicer and Drosha genes are regulated by cal-
citriol, qPCR analyses were performed in SiHa cervical cancer
cells, which are known to be sensitive to the antiproliferative
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Fig. 2. Dicer but not Drosha mRNA levels are stimulated by high-
concentration calcitriol in VDR-positive SiHa cervical cells. SiHa cells
were treated during 24 h with increasing concentrations of calcitriol
(filled bars) or 0.1% ethanol as vehicle (open bars) before total RNA
was isolated. For the qPCR assays, Dicer (A), Drosha (B), or CYP24A1
(C) mRNA levels were normalized to GAPDH mRNA and results were
represented relative to values from vehicle-treated cells. Data are
presented as mean * SD from 3 independent experiments
performed in triplicate. *P < 0.05 vs vehicle.

effects of calcitriol (Avila et al. 2010). The time-course of Dicer and
Drosha mRNA expression in SiHa cells treated in the presence or
absence of 1 umol/L calcitriol are shown in Figs. 1A and 1B, respec-
tively. As depicted, Dicer mRNA was significantly upregulated in
cells incubated during 24 and 48 h in the presence of calcitriol
(60% and 30%, respectively), while Drosha mRNA remained un-
changed throughout the experiment. To investigate if the regula-
tory effect of calcitriol upon Dicer gene was observed in other
cervical cells, we performed incubations in HeLa and C33-A cervi-
cal cell lines with calcitriol during 24 and 48 h. In VDR-positive
HelLa cells, the inductive effect of calcitriol upon Dicer mRNA was
only observed at 48 h after incubation in the presence of calcitriol
(Fig. 1C). In contrast, this calcitriol effect on Dicer mRNA was not
observed in VDR-negative C33-A cells at any of the incubation
times tested (Fig. 1D). When SiHa cells were incubated during 24 h
with different calcitriol concentrations, we detected that cal-
citriol upregulated Dicer mRNA expression by 50% only at the
highest concentration tested (Fig. 2A), while Drosha mRNA was
not affected by the treatment (Fig. 2B). As a control of the dose-
dependent studies, we performed simultaneous amplifications of
CYP24A1, a well-known target of calcitriol (Avila et al. 2010). As
depicted in Fig. 2C, calcitriol increased in a dose-dependent man-
ner the expression of CYP24A1 in SiHa cells. Supporting these
observations, increased Dicer protein expression was observed in
SiHa cells incubated during 24 and 48 h with calcitriol, as well as
in Hela cells treated with the hormone during 48 h (Figs. 3A, 3D
and 3B, 3E, respectively). On the other hand, and in accordance
with the mRNA results, Dicer protein expression did not change
in C33-A cells incubated with calcitriol at any of the incubation
times tested (Figs. 3C and 3F).

A VDRE in Dicer promoter interacts in vitro with VDR
and RXR

The effect of calcitriol on Dicer expression was most probably
through the classical mechanism of transcriptional activation of
VDR, as seen on other calcitriol-regulated genes (Carlberg and
Campbell 2013). On these bases, we hypothesize that the Dicer
promoter contained cis-acting elements responsible of calcitriol
effects upon transcription. Thus, an in silico analysis was per-
formed in a genomic sequence of human chromosome 14, com-
prising the promoter region of Dicer gene. Our computational
screening, using a position weight matrix specific for RXR-VDR
combined with a phylogenetic footprinting analysis between or-
thologous human and mouse Dicer genomic sequences, allowed
us to identify the sequence 5-GGGGGGCCGGGATTA-3', which cor-
responds to a putative DR3-type VDRE, evolutionarily conserved
between these organisms. The ability of SiHa nuclear proteins to
bind this putative VDRE in the Dicer promoter was experimen-
tally evaluated by electrophoretic mobility shift assay. As shown
in Fig. 4A, lanes 2 and 3, both canonical DR3-VDRE and the VDRE
present in the Dicer promoter produced a DNA-protein complex
when incubated in the presence of nuclear extract from SiHa cells.
As expected, the presence of Dicer-VDRE-Mut reduced signifi-
cantly the formation of the DNA-protein complex (lane 4). The use
of an antibody against the three isoforms of RXR in the reaction
mix resulted in an intense supershift (lane 6), and pre-incubation
in the presence of an anti-VDR antibody resulted in a discrete
supershifted band (lane 5). Figure 4B shows the specificity of the
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complex formation as evaluated by competition studies. As
shown in lane 5, in the presence of a 100-fold excess of unla-
beled Dicer-VDRE, the intensity of the retarded band decreased
when compared to incubation in the presence of only [*?P]-
labeled Dicer-VDRE (lane 3). On the contrary, a 100-fold excess
of unlabeled Dicer-VDRE-Mut (lane 6) did not change in a sig-
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Fig. 3. Dicer protein levels are stimulated by calcitriol in VDR-positive cervical cells (SiHa and HeLa) but not in VDR-negative C33-A cervical
cells. SiHa (A), HeLa (B), and C33-A (C) cells were treated with 1 pmol/L calcitriol or 0.1% ethanol as vehicle for 24 or 48 h before total cell
lysates were obtained. For the western blot analysis, 100 pg of each cell lysate was used. Dicer protein (218 kDa) was normalized against
GAPDH (37 kDa), used as loading control, and quantitative analysis of the protein expression measured by the optical density of each band
was performed. Representative western blots are shown (A, B, and C). The ratios (mean * SD) of the optical densities from Dicer over GAPDH
in the presence of calcitriol (filled bars) or its vehicle (open bars) are shown from 3 independent experiments in each cell line (D, E, and F).

*P < 0.05 vs vehicle at the same incubation time.
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nificant manner the intensity of the band, compared with that
obtained with the radiolabeled probe. Finally, nuclear extracts,
incubated in the presence of [3?P]-labeled Dicer-VDRE-Mut that
resulted in a weak intensity band (lane 4), practically disappeared
when a 100-fold excess of unlabeled Dicer-VDRE was added as a
competitor (lane 7).

Calcitriol differentially regulates several miRNAs in SiHa
cervical cells

To study if a high concentration of calcitriol was able to modify
the miRNA expression pattern, we examined the expression of
premiRNAs and mature miRNAs by using an Affymetrix miRNA
microarray with RNA samples from SiHa cells incubated in the
presence or absence of calcitriol. Genome-wide miRNA expression
profiles of premiRNAs and mature miRNAs revealed a set of
miRNA transcripts differentially expressed by calcitriol treatment
(Supplementary data, Table S1'). This analysis revealed 16 and
15 miRNAs downregulated in SiHa cells incubated with calcitriol
during 24 and 48 h, respectively (Table 3). Interestingly, only
miRNA-3921 was downregulated by calcitriol at both incubation
times studied. From the total miRNAs analyzed, 8 premiRNAs
were overexpressed after calcitriol treatment, while 31 mature
miRNAs were upregulated at 24 h. An increased number of ma-
ture miRNAs were significantly upregulated at 48 h of incubation
(55 mature miRNAs), while only 2 premiRNAs increased their ex-
pression in the same analysis. There were more overexpressed
mature miRNAs than premiRNAs under calcitriol treatment, and
their number was higher after a longer incubation time (Fig. 5A).
Unsupervised clustering analysis, using the differentially over-
expressed mature miRNAs, showed a clear difference between
calcitriol-treated SiHa cells and those from control cells at both
incubation times studied (Figs. 5 B and 5C). Analysis of overex-
pressed mature miRNAs at 24 h versus 48 h of calcitriol treatment
allowed us to identify the enrichment of seven common miRNAs

that overlap between both experimental times (Fig. 5D). These
common miRNAs were miR-22, 296-3p, 29c, 342-5p, 4455, 4462,
and 4656.

Differentially expressed miRNAs and their potential
transcriptional targets

The calcitriol-upregulated miRNAs in SiHa cells include some
with proven target mRNAs involved in cervical oncogenesis, such
as that coding for ether-a-go-go 1 potassium channel (KCNH1) (Bai
et al. 2013). To define possible target mRNAs for the differentially
expressed miRNAs and their impact on potential cellular path-
ways, we performed a target mRNAs prediction analysis with at
least 7 different algorithms followed by an enrichment analysis of
the predicted target mRNAs using DAVID database. The predicted
target mRNAs of the upregulated miRNAs by calcitriol in SiHa
cells at 24 and 48 h of treatment are indicated in Supplementary
data, Tables S2 and S3', respectively. The results of the enrich-
ment analysis of the predicted target mRNAs by calcitriol-induced
miRNAs are presented in Supplementary data, Table S4'. Regard-
ing the upregulated miRNAs by calcitriol, this analysis showed
several significantly enriched pathways, such as those involved in
transcriptional regulation, cell motion, and cellular organization,
chromatin modification and regulation of apoptosis, among oth-
ers (Fig. 6). In addition, some cell processes such as cell signaling,
programmed cell death, and intracellular transport are predicted
to be affected by the downregulated miRNAs in SiHa cells treated
with calcitriol (Fig. 6).

Discussion

Despite the fundamental importance of Drosha and Dicer in
biology, little is known about the regulatory processes controlling
their expression. In particular, Drosha gene is modulated by c-Myc
oncogene (Wang et al. 2013) and during hypoxia by a mechanism

1Supplementary data are available with the article through the journal Web site at http://nrcresearchpress.com/doi/suppl/10.1139/bcb-2015-0010.
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Fig. 4. Binding of VDR and RXR to a VDRE in the human Dicer gene
promoter. (A) EMSA of nuclear extracts prepared from SiHa cells
(treated with 0.1 pmol/L calcitriol during 3 h) and incubated with
32P-labeled double-stranded DNA probes containing a canonical DR3-
type VDRE (DR3-VDRE, lane 2), the identified VDRE in Dicer
promoter (Dicer-VDRE, lanes 3, 5, and 6), and a mutant form of this
VDRE (Dicer-VDRE-Mut, lane 4). Supershift assay was performed by
preincubating 3 pg of specific antibodies against VDR (lane 5) or
RXR (lane 6) with 6 pg of nuclear extracts. (B) Competitive assays of
labeled Dicer-VDRE with a 100-fold excess of either unlabeled Dicer-
VDRE (lane 5) or unlabeled Dicer-VDRE-Mut (lane 6). Lane 7 shows
the competitive assay of labeled Dicer-VDRE-Mut with a 100-fold
excess of unlabeled Dicer-VDRE. Lane 1 in each panel corresponds to
free probe as a negative control.
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dependent of ETS1/ELK1 transcription factors (Rupaimoole et al.
2014), respectively. In this study we did not find a regulatory ac-
tion of calcitriol upon Drosha expression in cancer cervical cells,
which indicates that Drosha is not a calcitriol-target gene.

On the other hand, estradiol and progesterone, acting through
its cognate nuclear receptors, have been identified as inductors of
Dicer expression in reproductive tissues (Bhat-Nakshatri et al.
2009; Nothnick et al. 2010). Herein, we demonstrated that both
Dicer mRNA and protein levels were moderately but significantly
upregulated by a high-concentration of calcitriol in VDR-positive
SiHa and Hela cervical cancer cells.

Dicer induction by calcitriol was comparable to that observed
with estradiol and progesterone (Bhat-Nakshatri et al. 2009;

381

Table 3. MiRNAs downregulated
by calcitriol in SiHa cervical can-
cer cells.

24 h treatment 48 h treatment

miR-1249 miR-1292
miR-125b-1 miR-181c
miR-1262 miR-2277-3p
miR-150 miR-3162-3p
miR-199b-3p miR-3201
miR-297 miR-3605-5p
miR-30b miR-3613-5p
miR-3128 miR-3648
miR-362-3p miR-3917
miR-3921 miR-3921
miR-4276 miR-4418
miR-606 miR-4423-3p
miR-663b miR-4442
miR-720 miR-548a
miR-766 miR-551b
miR-769-3p

Nothnick et al. 2010). This evidence indicates that Dicer expres-
sion is hormonally regulated (Fletcher et al. 2014), and the low but
significant induction of Dicer expression could be a consequence
of a tight regulation in the cell by other cellular factors such as
Tap63 (Su et al. 2010), the RNA-binding protein AUF1 (Abdelmohsen
et al. 2012), and by miRNAs miR-103/107, miR-130a, and let-7
(Forman et al. 2008; Martello et al. 2010; Su et al. 2010; Tokumaru
et al. 2008).

Our results suggest that the regulation of Dicer gene by cal-
citriol is a VDR-mediated process, since the inductive response in
Dicer gene was not observed in VDR-negative C33-A cells. How-
ever, we cannot rule out a possible regulatory effect of oncogenes
of high-risk papillomavirus (HPVs) on Dicer expression, because
the upregulation was observed in SiHa and HeLa cells (containing
HPV-16 and -18 (respectively) but not detected in HPV-free C33-A
cells. Although the promoter of human Dicer gene has not been
characterized, our in silico analysis revealed the presence of a
putative VDRE, evolutionary conserved, in the promoter region of
Dicer gene. The EMSA results demonstrated that this putative VDRE
is recognized by nuclear proteins of SiHa cells, particularly the
VDR and RXR. These in vitro results suggest that this interaction
may be responsible of the induction of Dicer gene by calcitriol in
VDR-positive cells.

The use of high concentrations of steroids (for instance, 1 pmol/L
estradiol) in miRNA profiling studies has been described and ac-
tually has shown some interesting findings on miRNAs and endo-
metrial cancer regulation (Zhang et al. 2012). Herein we showed
that calcitriol at high concentration upregulated and downregu-
lated the expression of several miRNAs. Interestingly, the cellular
processes and pathways potentially regulated by the calcitriol-
mediated differential expression of miRNAs in SiHa cells are
known to be involved in cancer development.

The only miRNA downregulated by calcitriol at both incubation
times studied in SiHa cells was miRNA-3921, whose biological
function remains unknown. There were no more common miR-
NAs between the incubation times tested, and neither of the miR-
NAs downregulated were previously reported to be regulated by
calcitriol. Among the microRNAs downregulated by calcitriol,
there are some with potential interest in cancer biology. The sig-
nificance of these results awaits further studies. On the other
hand, calcitriol increased the expression of some miRNAs in SiHa
cervical cells that are potentially related to its antiproliferative
effects. One of the miRNAs induced by calcitriol at 48 h was
miRNA-498. This miRNA is involved in calcitriol downregulation
of the human telomerase reverse transcriptase, which is essen-
tial for the growth of ovarian, breast, and endometrial tumors
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Fig. 5. (Colour online) Differential expression of premiRNAs and mature miRNAs after calcitriol treatment in SiHa cervical cells. (A) Pie chart
showing the upregulated premiRNAs and mature miRNAs after 24 and 48 h of calcitriol treatment versus their respective vehicle-treated
(control) SiHa cells. Unsupervised hierarchical clustering of the upregulated mature miRNAs (fold change > 1.4, P < 0.05) in SiHa cells treated
with calcitriol or its vehicle for 24 h (B) and 48 h (C). The normalized values of each miRNAs were plotted in rows, and columns represent
independent experiments. These values, denoted as the row Z-score, are plotted in green-red colour scale, with green indicating low
expression and red indicating high expression. Each condition (calcitriol and vehicle-treated cells) is presented from 2 independent
experiments for each incubation time. (D) Venn diagrams showing the overlap between upregulated mature miRNAs in SiHa cell line treated

during 24 and 48 h.
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Fig. 6. Potential cellular pathways affected by differentially expressed miRNAs (upregulated and downregulated) in SiHa cervical cancer cells
treated with calcitriol during 24 and 48 h. Cellular pathways analysis was performed using DAVID database, considering the target mRNAs
(predicted by at least 7 algorithms from miRWalk database) of the differentially expressed miRNAs (upregulated and downregulated).
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(Kasiappan et al. 2012). Among the seven miRNAs induced by cal-
citriol at 24 and 48 h, miRNA-22 was of particular interest, because
its upregulation by calcitriol has been associated with anticancer
actions in colon and prostate cancer cells (Alvarez-Diaz et al. 2012;
Wang et al. 2011). Our study in SiHa cervical cancer cells is consis-
tent with other reports showing that miRNA-498 and miRNA-22
are induced by calcitriol (Alvarez-Diaz et al. 2012; Kasiappan et al.
2012). These results suggest that these anti-cancer miRNAs might
be part of a conserved group of calcitriol-regulated miRNAs in
several types of human cancer.

Another interesting finding in this study was the upregulation
by calcitriol of miRNA-296-3p. This miRNA has been associated
with cell growth regulation and multi-drug resistance observed in
some human cancers such as glioblastoma (Bai et al. 2013). It is
worth mentioning that miRNA-296-3p may also act by targeting
ether-a-go-go 1 potassium channel, whose aberrant expression is
considered oncogenic. Indeed, ether-a-go-go 1 is an early marker
of cervical cancer (Farias et al. 2004) and a promising anticancer
target (Bai et al. 2013). Recent results from our group have dem-
onstrated that calcitriol, through downregulating the ether-a-go-
go 1 potassium channel (Cdzares-Ordofiez et al. 2015), prevented
cell proliferation of cervical cancer cells (Avila et al. 2010). These
observations suggest that part of the calcitriol effects on cell pro-
liferation may be through the upregulation of specific miRNAs, as
mentioned above.

There are other studies reporting that calcitriol downregulates
miRNA expression (Min et al. 2013). In our study, although there
was a considerable number of repressed miRNAs, calcitriol in-
creased a higher number of miRNAs than those downregulated.
Thus in SiHa cells, calcitriol preferentially acts as an inductor of
miRNA expression. Our results agree with several reports showing
that different cell types treated with calcitriol express a higher
number of miRNAs (Alvarez-Diaz et al. 2012; Gocek et al. 2011;
Kasiappan et al. 2012; Komagata et al. 2009; Mohri et al. 2009; Padi
et al. 2013; Ting et al. 2013; Wang et al. 2009).

Several mechanisms could lead to an increase in miRNA expres-
sion. One possibility is that the increase in miRNA expression

could be related to a higher expression of the miRNA biogenetic
machinery. At least for Dicer, it has been proposed that its induc-
tion by progesterone in mouse uterus promoted the generation of
mature miRNAs (Nothnick et al. 2010). Interestingly, our data sug-
gest that although Dicer is an essential component of the canon-
ical miRNA biogenesis machinery, the small increase in Dicer
bioavailability was not enough to globally increase the levels of
mature miRNAs. Therefore, the possibility exists that the specific
miRNAs modulated by calcitriol might bear VDREs in their pro-
moters, which deserves further study (Giangreco and Nonn 2013).
Regarding the downregulation of miRNAs elicited by calcitriol, it
seems that the mechanisms responsible are more complex than
thoseoperatinginthemiRNAsinductionandincludehypermeth-
ylation of miRNA genes. More study is needed to clarify this
matter.

Overall, our results indicate that Dicer gene, expressed in hu-
man cervical cancer cells, is a calcitriol-regulated component of
the miRNA biogenesis pathway. Taking into account that recent
reports have described lower Dicer expression in human cancers,
including cervical cancer (He et al. 2014; Pellegrino et al. 2013;
Zhao et al. 2014), our findings might be of interest in the field of
cancer biology. To our knowledge, this is the first report on the
hormone calcitriol as a stimulator of Dicer expression in cervical
cancer cells. We consider that our results provide the basis for
further studies aimed at testing if calcitriol-mediated Dicer up-
regulation occurs in other cell types with lower concentrations of
the hormone, compared to those we used with cervical cancer cell
lines.

Conclusions

In summary, the present work showed that a high-dose of cal-
citriol in SiHa cervical VDR positive cells increased Dicer expres-
sion while modulating certain miRNAs with potential regulatory
actions on cervical cancer. In contrast, the expression of Drosha
was not affected by calcitriol in these cells.
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ABSTRACT

MicroRENAS are a clasa of non-coding RNAs that regulate
Erne expreszion at the post-transeriptional level The major
proteing of the cancnical microRNA biogenesic pathway in
human are: Drocha, DDGCRE, DDXES, DDX17, Exportin 5, Dicer
and Argonaute 2. Recent studies suggest that gene expression
of some canonical mieroRNA biogenesic componenta eould be
regulated by atersid hormonsa. Furthermore, various alter-
ations in microRNA biogenesiz have been associated with dis-
eazes lilce caneer. Due to the impertance of micraRNAg in e=ll

physiclogy, the study of the factorz that regulate or affect
thieir biogenecis io critical.

EKey words. mirroENA biogenesis. Steroid hormonea. Gene
expreszion. Poot-transeriptional regulation. Cancer.

INTRODUCTION

One of the most meamingful advances in modern
cell hiology has been the discovery of amall non-cod-
mg ENAs (~20-30 nucleotides) az genome regula-
tors in both plants and animals! In general, the
effects of those non-coding RN As on gene expression
are iInhibitory; therefore, they are considered part of
ENA silencing. To exert their regulatory functions,
small non-coding RNAs associate with proteins to
produce the inhibitory effect on gene expresmon. In
cther words, the ENA molecules act as factors of
specificity that direct bound effector proteins to tar-
et nucleic acds. So far, until today, there are three

Lo maguinaria de biogenesis de
los microRNAs: regulacion por hormonas
esteroideas y alferaciones en el cancer

RESUMEN

Los microRNAs son una clese de RNAs no codificantes gue
regulan la expresion genico en fo cfops postranscripeionall
Laz principales profeinas de la vig condnica de biogenesiz de
los microRNAs en el humano son: Drosha, DGCRS, DIDNES,
DDXIT, Exportina 5, DNeer v Argorouia 2. Estudiss recien-
#=z sugieren gue lo expresion génico de algunos componsndes
de la biogénesis de los microRNAs podric ser Blanco de las
kormonas esteroidens. Por ofro lade, diversos allerasciones
en la bHaogénesiz de [os microRNAs Ran sido osociodes o pa-
decimienios como el canecer. Dada la imporfancia de los mi-
eroRNAs en la fisiologia celuler, ] esfudio de los focfores
gue regulan o afectan u biogenesis e5 fundamenfal.

Polabras clave. Biogenesis de microRNAz. Hormonas esfe-
roideas. Expresion genica. Regulaeion posiranseripeional.
Caneer.

major classes of amall non-coding RNA= deserihed in
sukaryotes: short interfering RNAs (maBENA=), mi-
croRNAs (miRNAs) and pawi-interacting BNAs (pdR-
NAz).? The microRNA=, mainly, represent the best
charactermzed class of small ENAs and growing evi-
dence supports their relevance m cell physiclogy.
The microBNAs were discovered through genetic
studies mn nematode worm Caenorhabditiz elegans
as endogenous regulators for developmental tim-
ing.** Later studies showed that plants and animals
alzo require those KN A= as regulators in diverse
phymological processes. In fact, it has been propozed
that in humans, the microRNA= moght regulate over
half of the genome ® Regulation of microRNA bio-
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genesls 15 an important 1zsue but has not been ex-
tenzvely studied. However, recent findings suggest
that a complex network of interacting factors 1z 1n-
volved in the regulation process. This review focuses
on the regulation of microRNA biogenesis by sterod
hormones, and also show information about altera-
tions on microRMNA biogenesziz involved in cancer de-

velopment.
MicroRENA hiogenesis

The canonical pathway of microRENA biogenesiz
bemns in the nacleus with the transcription, usually
by ENA polymerase II, of long primary microBENAs
(~1,000 nuclectides] that need to be sequentially
processed to generate mature mocroBENA= (Figure 1).
At the end of the process, the ENA Induced Silenc-
ing Complex (RISC) associates with the mature m-
crofilNAs to represz the translation of ENA
messengers into proteins.? It is important to note
that the interaction between mucroRBNAs and target
mezsenger RINAs does not require total complemen-
tarity among the bases of both nucleic acids. There-
fore one macroBRMNA could regulate several messenger
ENA= and, on the other hand, one messenger ENA

can be regulated by different microENAs=. This im-
plicates a hagh complexmty on the study of gene ex-
pression regulation by microRNAsT

Interestingly, charactemzation of the interaction
between microBMAs and target messenger RNA= has
provided the basis for the development of computa-
tional programs to predict associations between mi-
croRNAs and their potential targets # Howewver,
experimental validation (in vifro and in vivo) 1= al-
WIAFE [8CSIIATY.

It 1= neceszary to point out that micreRNA bio-
geneziz hasz altermative pathways. Several studies
have shown that non-canonical pathways for micro-
ENA biogenesis are conserved in different organ-
1ams. Although non-canonical mucrcRNA=s represent
asmall fraction of the total microRNAs, theiwr dis-
covery implicates that some microRNAs might be
produced under specific developmental stages or al-
tered cell conditions to achieve gene regulation ®

HRegulation of microBNA
hiogenesis by steroid hormones

Steroid hormones regulats 3 wide drversity of fun-
damental processez in the orgamsm. Recent studies

Cell nucleus

microANA gene
HOOTT LTI

|l

Cytoplasm

1. Imhibition of tranzlafion.
2. mAKA degradafon.

RISC

o—

mezzenger ANA LLEEEEES

micro ANA Quplex

Fagere 1. Canonical micro ANA blogenesis pathway. Hurman genome encodes micro ANA geres which are fypicaly franscobed by ANA polyreeraze If
o prodoce long, capped and polyadenyiafed, prmery micro ANA. The pr-microANA sterm-loop sirociure is precessed by He microprocessor complex for-
med by: MGCRE, DROSHA aod DOXS and DDXT7 ANA beliceses. DAGSHA enzyme crops the pa-microRNA infe 8 haipin-2haped precovsor microANA
which iz exported out of the mocleus by EXPORTIN 5. Once iv the cyfoplasm, DICER enzyme cleaves the loop from the pra-reicro ANA producing fie
mature micra ANA (micro ANA doplex]. Only one strend of the micro ANA doplexis loaded onfo Argonawfe 2 fo formn the ANA-ndoced silencing cormplax
(RISCY to mediafe gere silencing af the posfresscriplional level micro ANA kinding sites i mANA: geprergily lie in fhe 5 ootranslated region (7" UTR|
Partial complemanianty between micro ANA and fargetf mANA aliows fransiafional repression, witheo! m ANA degradafon. On the effer hand, fofal com-
plementeniy alows mANA Jagradefion fo profuce the reprezaive efect
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Tuble 1. Efects of stercid hormones on canonical micro ANA biogenesis pathway componests.

Pathway companent Homone Tisase or cell Ene Effect Asference

Dresha Eatradiol and prageserone Mozze serus Mo effect 12

DGCRE Estratliol and progesterane Mosze sterua Mezzenger RNA increazed (esaiiol oaly| 13

0035 Mo reports have beea peblished

ODX17 Mo reports have beea peblizhed

Exportin 3 Eatradiol and progeserons Mowzze serua Meazznger RNA and protein inoressed 12

Dicer Progesterons Mouse slerus Mezzenger RNA and protein inoressed 12
Esfraiod MCF-7 calla Meazznger RNA incrzaszed 12

Argonaute 2 Ho reporta have bees peblizhed

have demonstrated that hormoenal effects also regu-
late microBNA expreszion. For exsmple: estradiol
stimulates or auppress microeRNA expression in hu-
man breast cancer cells, endometrial cells, rat mam-
mary gland and mouse uterus ¥ On the other hand,
a study performed with caleitriol (the hormonal
form of vitamin D) and testosterome, in human
proatate rancer eellz, sevalusted bnth messenger
EMAs exprezssion profile and mucroRNAs expression
profile showing that both hormones regulate mes-
senger RINA degradation by mucroBRNAs action.
Thoze chzervations revealed feedback loops that re-
sult in global changes in messenger RNA and pro-
tein levels 1

As it was previously mentioned, i the canonical
microRINA biogenems pathway, many proteins par-
ticipate coordinately from nucleus te cytoplasm. The
genes that codify those proteins heve been i1dent-
fied, but the factors that regulate their expres=ion
are hittle Imown. Although the regulation of mucroR-
NA hogenesis machinery components 18 1n an early
stage of study, some works suggest that hormonal
action might have a major role. Une of the first
studies about thiz topic demonstraced that human
Dicer gene expression 15 induced by estradiol. The
study showed estradiol induced Thesr messenger
RNA levels in MCF-T7 human breast cancer cells.
The authors described that estradicl modified the ex-
pre=smion of several macroBENAs and also mmduced the
expreszsion of Dicer enzyme, which 1z ezzential for
the general mechamiam of ENA milencing These re-
sults indicate that estradiol may medulate nuecrol-
NA biogenssia 1

Another important work explored the steroidal
regulation of the microcRNA hiogeresiz machinery
components in vivo, using mouse uterns. In this
study, estradic]l and progesterone effects on Drosha,
DGCRS, Exportin & and Dicer expression were eval-
uated. The authors described that estradicl and pro-

geaterone mncreazed Exportin 5 messengsr RNA ax-
pression, while only progesterone mereased Dheer
meszenger RNA expression. They alse cbserved the
corresponding increment at protemn level, in both
genes ! To determine if the detected induction on
Exportin & and Dicer expression were associated
with microRNA processing, authors evaluated -
rrnAMN A-451 reprermion, which they had preminmsly
dezcmbed as an mducible micre BENA by estradiol
uterine tizzue !* They obzerved that microRNA-451
expression was increased by both hormones at the
zame treatment times where the induction of Expor-
tin & and DHeer was detected. Therefore the authors
suggest that their indings represent an additional
mechamsm by which stercad hormones may imerease
micro RN As processing ¥ The general findings from
the mentioned studies are summarized m tabls 1.

Either DDES or DDE1T ENA helicases are also
components of nucroRINA ogenems, forming part of
microprocessor comples 15 Tt has been described that
DDES 13 a multifunctional protein that interacts
with other proteins as SMADs ithe mignal transduc-
erz of the T'ZF-p family of signaling pathways) and
the tumor suppressor pod. In addition, DDXES func-
tions az a co-activator of several nuclear receptors
as eztrogen receptor o, androgen receptor and the
vitamin D} receptor.’® Both DDXS and DDX17 asac-
ciate with estrogen receptor o vpon estradiol stimm-
lation 17 That information indicates that both RNA
helicazes participate i the cell rezponze upon hor-
monal stimulus and rze the question about 1f DDES
and DDE1T could be target of hormones. At present,
GRTH/DDX35 ENA hehecase, which 1z ezzential for
spermatogenesis, 13 the only ENA hehease known to
be hormonally regulated 18

In general, the genomic effects exerted by hor-
mones implicate the participation of specific nuclear
receptors that regulate the trenscription of target
genes. Lhe information pressented 1n thiz brief re-
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view zhows that steroid hormones modify both pro-
temn coding genes and mmeroRNA coding genes. Sev-
eral works indicate that steroad hormones regulate
micro AN A expression through nuclear receptor me-
diated pathways. However, other possibihty imupli-
cates that some of the microENA hiogenesis
machinery components have hormonal responsze el-
ements in specific genomic regions (as the gene pro-
moter) and an induction in their expreszion may
contribute to an induction in microRNA processing.
It 15 clear that the precise mechamism by which

steroid hormones regulate pucroRNA expression is
not completely defined.

microRNA

biogenssis alterations in cancer

A fundamental finding 1n cancer baology has been
the obzervation of mucroREN A deregulation in human
tumeors compared with normal tizsue % Later
studies demonstrated the acoumulation of pri-macro-
ENA= in cancer cells, whach indicate an alteration
in the microRMNA biogenesiz pathway ! The ewi-
dence that supports this chservation was the abnor-
malities in the copy number of Dicer, Exportin &
and Argonsute 2 genes described in breast and ovar-
ian cancer, as well as in melanoma %<2 Further-
more, the reduction on microRNA hbiogenesis
components expres=ion has been associated with bad
prognoziz in hepatocellular carcinoma ™ A key
study 1in thiz context demonstrated that the deple-
tion of Drozha, DGRCS or Dhicer drastically promot-
ed tumer formation and invation.®® As previously
mentioned, Dhicer ribonuclease 13 2 key component of
the mucroRNA biogenesis machinery. Interestingly,
a low Dhcer expreszion has been described 1n several
tumors and haz been related to bad progno=z in pa-
tienta %28 Moreover, the downregulation of Dlicer
expression has heen associated with metastasis 28

DDXS and DDX17T ENA heheazes are multifunc-
tional proteins, ubigquitouzly expressed in tizsues,
which partiaipate 1n transcrption, RNA processing
and microRMNA bicgenesis. Studies performed in cell
hnes have hnked both helicases with cell probfera-
tion and differentiation, however the precize roles of
DDES and DDXEIT in those cellular processes re-
mains unclear ¥ Altered expresmon and'or function
of both RNA helicazes has heen related with cancer
Progreasion.

Indeed, some studies indicate that DDXES and
DDX1T induce cell probiferation and may be onco-
gemic; however there are other works that indicate
the opposite, showing both DDXES and DDX1T as tu-

mor suppressors with inhibatory actions on ezl pro-
hiferation. Even when those data appear to be con-
tradictory, 13 important to poimnt out that the precse
function of both helicases may depend on tumor cell
type and the expresmon of other proteins which in-
teract with DDXS and DDX17 2%2! Reports that asao-
ciate cancer progression with alterationz on
microMA hogenesis machinery components repre-
zent valuable information to proposs those genes, and
their proteins, as potential cancer biomarkers
and also as therapeutic targets -3+ Finally, as pre-
vicusly mentioned, some macroRNA biogenezis path-
ways does not regquire canomical components as
DGCERS, Exportin 5, Dicer or Argonaute 2 which
addz a new level of complexity to cancer research
FProbably, future studies will reveal the role of thiose
microRNAs in human cancer and contribute to un-
derstand the regulation of their biogenesiz 1n cell=s.

CONCLUSIONS

The regulation of the mueroENA biogenesis ma-
chinery 1z an emerging field of study that suggests a
complex process in which many cellular factors par-
ticipate. A recent body of experimental evidence
shows that steroid hormones may merease microl-
NA maturation by stimulating the bicsynthesis of
zome key components of microENAs biogenesis ma-
chinery. A better understanding on how microENA
hiogenesiz 1z regulated will help to define its role
human dizeases as cancer and alze to design novel
strategmes to modify microRNAs expression for ther-
apeutlc pUrposes.
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Una vitamina

que no es

La molécula que evita
el raquitismo podria
también protegernos
de ciertos tipos v
de cancer.

A finales del siglo XIX una enfer-
medad que en la antigiedad era poco
comun adquirié proporciones de epi-
demia en Europa; en Inglaterra llegd a
ser tan grave que se le conocia como la
“enfermedad inglesa’. Se trataba del
raguitismo, que puede afectar alos nifios
en etapa de crecimiento desde una edad
muy temprana. L os bebés con este pade-
cimiento tienen huesos débiles y
blandos como cartilagos, que les
dificultan sentarse, gatear y por
supuesto empezar a caminar;
en los nifos se observan pier-
nas arqueadas y proyeccion del
esternon hacia adelante (“pecho de
paloma’). Ademas, en casos graves,
pueden sufrir espasmos dolorosos
en las manos, los piesy lalaringe;

si no se atiende, esta condicion puede
Ilevar a la muerte. En los adultos
hay un padecimiento similar |lamado
osteomalacia que se caracteriza por
dolor, a veces agudo, en los huesos de la
pelvis, en la parte bgade laespalday en
las piernas. Laprevencion ddl raquitismo
y laosteomalaciaes muy sencilla: exponer
moderadamente la piel a Sol (de ahi que
Vitamina D3, los pediatras recomienden dar bafios de
colecalciferol. Sol alos bebésy alos nifios diariamente




vitamina
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por unos minutos). ;Por qué entonces el
raquitismo asol6 Europa?

La revolucidn industrial europea oca-
siond que una gran cantidad de personas
dedicadas a la actividad agricola cam-
biaran su estilo de vida emigrando a las
ciudades. La densa nube de humo negro
producida por las fabricas que trabajaban
con carbdn, provoco que en las ciudades
hubiera mucho menos Sol; aunado a esto,
adultos y nifios empezaron a trabajar lar-
gas jornadas, de la mafiana a la noche, en
recintos cerrados. Todo esto acompafiado
por el hecho de que en el norte de Europa
el Sol “brilla por su ausencia” una parte
considerable del afio.

El camino a un hallazgo

En 1822 el médico polaco Jedrzej Snia-
decki observo que en los ambientes conta-

UN BUEN BANO DE SOL

El 90% de la vitamina D que nuestro
cuerpo requiere puede producirse en
la piel ante la exposicion a la luz solar,
por lo tanto es importante salir a que
nos dé el Sol. Sin embargo, el riesgo de
padecer cancer de piel por exposiciones
constantes y prolongadas a la luz solar
implica que debemos hacerlo con mo-
deracion. Se considera que periodos de
exposicion de cinco a 10 minutos al dia
(abarcando brazos y piernas) entre las
10 a.m. y la 3:00 p.m. son apropiados
para satisfacer los requerimientos de vi-
tamina D en la mayoria de las personas.
Es importante proteger la cara ya que
es la parte del cuerpo mas frecuente-
mente expuesta al Sol aunque sélo re-
presenta del cinco al 9% de la superficie
corporal total. El uso de bloqueadores
UV nos protege contra las quemaduras
solares y el cancer de piel, pero también
disminuye la sintesis de la vitamina D,
por lo cual se recomienda para exposi-
ciones al Sol mas prolongadas.

minados y las viviendas
sombrias de Varsovia
habia muchos nifios con
raquitismo, mientras
que en las zonas rura-
les y a las afueras de la
ciudad, no. El asocid el
problema con la falta
de exposicion al Sol,
pero sus recomenda-
ciones fueron desaten-
didas y olvidadas por
mucho tiempo. En 1919
el pediatra aleman Kurt
Huldschinsky demos-
tré claramente que la
exposicion de la piel a
la radiacion ultravioleta
curaba el raquitismo.
Utilizando luz ultravio-
leta generada por una
lampara eléctrica de
mercurio, Huldschinsky
curaba a los nifios. Dos
afios mas tarde, los investigadores Alfred
Hess y Lester Unger realizaron un estu-
dio donde pusieron a un grupo de nifios
raquiticos a tomar sol en la azotea de un
hospital de la ciudad de Nueva York, y
demostraron que la luz solar curaba el
raquitismo en cuatro meses.

Por otro lado, el médico inglés Sir Ed-
ward Mellanby considero que la deficiencia
dietética era la causa del raquitismo. En
1918 realizé experimentos con perros a los
gue alimentaba exclusivamente con avena
(un alimento basico en la Escocia de ese
tiempo). Pero, sin proponérselo, mantuvo a
los animales en espacios interiores durante
el experimento y les provocd raquitismo.
Mellanby utiliz6 aceite de higado de
bacalao para darselo a los perros de su
experimento y segun él logro curarles la
enfermedad sélo con el aceite. Atribuyo

Obtenemos el 90% de la vitamina D que requerimos con sélo 10
minutos de exposicion al Sol. (Olivos con cielo amarillo y Sol, Vincent
van Gogh, 1889).

El pescado contiene vitamina D en forma natural. (Naturaleza muerta
con macarelas, limones y tomates, Vincent van Gogh, 1886).

la cura a la vitamina A (la primera en
conocerse) que habia sido identificada en
ese aceite. Posteriormente el bioquimico
Elmer McCollum retomd la informacion
recabada por Mellanby y demostré que
en el aceite de higado de bacalao habia
otro nutrimento distinto de la vitamina
A, responsable de curar el raquitismo.
Siguiendo la designacion de las vitaminas
en orden alfabético, y como recientemente
se habifan nombrado las vitaminas B y
C, nombré al nuevo compuesto quimico,
vitamina D.

En ese tiempo ya se sabia algo de la
funcion en el organismo de la vitamina
D pero ain no se conocia su identidad.
El gran quimico aleman Adolf Windaus
logré en 1928 aislar tres formas de vita-
mina D: dos derivadas de plantas, que
denominé como D, y D,, y una derivada
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ViTamINA D Y DIETA

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran recomienda para la poblacién mexicana una ingesta

diaria de vitamina D de:

+ 10 microgramos en nifos de 7 a 12 meses.
- 5 microgramos en ninos mayores de 1 ano y en adultos

menores de 50 anos.

- 10 microgramos en adultos de 50 a 70 anos.
- 15 microgramos en adultos mayores de 70 anos.

Los alimentos que contienen vitamina D en forma natural
son los pescados como el atun, el salmén y la sardina, y
en menor proporcion el huevo y las setas. Los lacteos son
los principales alimentos que se enriquecen o fortifican con

esta vitamina.

Sardinas enlatadas 100 g

Aceite de higado de bacalao 1 cucharadita

Yema de huevo 1 yema

236 mL

Leche fortificada
(un vaso)

de piel animal, denominada D,. Ocho afios
después logré deducir la estructura quimi-
cade la vitamina D,, ahora conocida como
colecalciferol. Este conocimiento permitio
sintetizar la vitamina D, en grandes canti-
dades, suplementar alimentos y combatir
el raquitismo con mayor eficiencia.

Que la vitamina D, se encontrara en
la piel de animales (primero se hallé
en cerdos y ratas, después en humanos)
implicaba que el organismo de éstos
podia producirla; las observaciones so-
bre el raquitismo y los experimentos de
Windaus y otros cientificos permitieron
saber que esa produccion de vitamina D
ocurria en la piel cuando era expuesta
a la luz del Sol. Pero si el organismo
puede producirla, entonces ya no es una
vitamina; recordemos que una vitamina
se define como una sustancia que el or-
ganismo requiere pero no puede producir
en cantidades suficientes y por lo tanto
debe obtenerla de los alimentos. Enton-
ces ¢qué es esta sustancia que seguimos
Ilamando vitamina D?

Molécula reguladora

Gracias al arduo trabajo de los cientificos,
y al desarrollo y aplicacion de nuevas
técnicas experimentales, ahora sabemos
que la vitamina D es el principal regulador
de los niveles de calcio en el organismo
y es particularmente importante en el
desarrollo del esqueleto y en la minerali-
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zacion de los huesos.
También sabemos
que debe ser modi-
ficada quimicamente
en el organismo para
realizar su impor-
tante funcion. La
vitamina D, o cole-
calciferol es primero
transformada en el
higado y se genera
un nuevo compuesto
(25-hidroxicolecal-
ciferol) que luego es
modificado en los
rifones y se pro-
duce finalmente el

[ 1,25-dihidroxicole-
10.0 calciferol, también
05 conocido como calci-

triol, la forma activa
de la vitamina D,.
El calcitriol es una
hormona y su funcion es regular el meta-
bolismo del calcio.

Las hormonas son moléculas que
produce el organismo y sirven para re-
gular muchos procesos vitales como el
mantenimiento del volumen y la presion
sanguineos, la diferenciacion sexual y la
reproduccion. Una caracteristica impor-
tante de las hormonas es que se producen

2.5

en un sitio del organismo y son transpor-
tadas en la sangre a otro sitio en donde
actdan como flechas que dan en el blanco.
El calcitriol generado en los rifiones viaja
por la sangre y actda en células del
intestino para favorecer la absorcion G
del calcio.

Los efectos biolégicos de las hor-
monas dependen de la unién con C
una molécula denominada €
receptor que esta en
las células del orga-
nismo. Cada receptor
tiene una forma que le
permite unirse espe-
cificamente a la hor-
mona que le corresponde,
como una llave a su cerradura. Debido a
esto las células responden a cantidades de
hormonas sumamente pequefias. El recep-
tor de calcitriol se conoce como receptor
avitamina D (RVD) y se considera que la
mayoria de los efectos bioldgicos de esta
hormona estan mediados por la accion
del RVD.

Existe una rara enfermedad heredita-
riaen la que los individuos tienen alterado
el RVD y presentan un raquitismo grave,
niveles de calcio anormalmente bajos y
en algunos casos alopecia (ausencia de
cabello) parcial o total. La razon de la
alopecia auin se desconoce pero nos da una

- A

Hoy en dia, muchos alimentos lacteos estan fortificados con vitamina D. (Naturaleza muerta con
cafetera, loza y frutas, Vincent van Gogh, 1888).



pista de que el RVD participa en mas
procesos fisioldgicos y no sélo en los
relacionados con el metabolismo
del calcio.

Bondades del calcitriol

El calcitriol mantiene los niveles de
calcio y de fosforo en el organismo,
lo que sustenta la mineralizacion de los
> huesos y otros procesos vitales como

el funcionamiento del sistema nervioso
y de los musculos. Por ejemplo, si una
persona tiene muy poco calcio en la san-
gre, sus células nerviosas y musculares
se ven afectadas y pueden presentarse
convulsiones.

El RVD se ha detectado en préactica-
mente todos los tejidos del cuerpo y no
solo en el intestino y los huesos. Esto im-
plicaria que el papel de la vitamina D es
mucho mas amplio de lo que se penso al
principio. Ya hay evidencia experimental
y clinica de la participacion del calcitriol
y su receptor en el funcionamiento car-
diovascular, en la produccion de insulina
y en la respuesta inmunol6gica. Como
se trata de procesos muy diversos, ha
crecido el interés en el estudio de esta
hormona.

En nuestro pais hay un grupo de inves-
tigacion en el Departamento de Biologia
de la Reproduccion del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran, dirigido por el Dr. Fernando La-
rrea, que se ha dedicado al estudio de la
vitamina D y sus implicaciones en la pree-
clampsia, el cancer y la respuesta inmune.
En el afio 2000 se publico un trabajo en la
revista Journal of Clinical Endocrinology
and Metabolism donde estos investiga-
dores compararon los niveles sanguineos
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de calcitriol de mu-
jeres embarazadas
sanas con los de mu-
jeres embarazadas
con preeclampsia
(hipertension en la
madre) y observaron
que aquéllas con el
padecimiento tenian
una deficiencia de
vitamina D. Lo an-
terior sugiere que el
mantenimiento de los
niveles fisiolégicos de
vitamina D es un fac-
tor importante para la
prevencion de esa pe-
ligrosa enfermedad.

Diversos estudios
epidemioldgicos han
revelado que la de-
ficiencia de vitamina
D esta asociada, ademas, con el riesgo de
padecer cancer de colon. Uno de los tra-
bajos fundamentales sobre este tema fue
publicado en 1980 en la revista Internatio-
nal Journal of Epidemiology por Cedric
Garland y Frank Garland, del Departa-
mento de Epidemiologia de la Universidad
Johns Hopkins, en Estados Unidos. Ellos
analizaron la distribucidn geogréfica de
las muertes por cancer de colon en ese
pais y descubrieron que en las regiones
del noreste, donde la poblacion esta poco
expuesta a la luz del Sol, habia una mayor
tasa de mortalidad en comparacién con
las regiones del sur y del oeste, donde la
gente esta mas expuesta a la radiacion solar.
Concluyeron que la exposicion al Sol podia
reducir el riesgo de cancer de colon.

A raiz del hallazgo anterior, se han
realizado multiples estudios de laboratorio
gue muestran que el calcitriol tiene pro-
piedades anticancerigenas. De particular
importancia son los trabajos de Donald
L. Trump y su grupo de investigacion en
el Instituto de Cancer Roswell Park, en
Estados Unidos. Ellos llevan mas de una
década evaluando los efectos anticance-
rigenos del calcitriol y han encontrado
que cuando éste se combina con algunos
medicamentos utilizados contra el cancer
(en la quimioterapia), el efecto de dichos
farmacos aumenta. Actualmente se estan
desarrollando varios estudios clinicos para
determinar si un nuevo tratamiento, que
demostrd ser seguro en animales, también

La vitamina D se produce en la piel cuando es expuesta a la luz del Sol.
(Sauces a la puesta del Sol, Vincent van Gogh, 1888).

puede administrarse a los humanos. Los
pacientes que participan en este tipo de
estudios clinicos, denominados de fase
1, reciben una dosis del medicamento
que se va aumentando gradualmente; con
esto se puede encontrar la dosis que da los
mejores resultados sin producir efectos
secundarios graves.

Uno de los factores que limitan el
uso del calcitriol en la terapia contra el
cancer es que se requieren dosis altas y
éstas pueden provocar hipercalcemia, es
decir, exceso de calcio en la sangre, lo que
afecta el funcionamiento de los rifiones
y del corazén. Esto podria solucionarse
con los deltanoides, moléculas disefiadas
y producidas en laboratorio que son qui-
micamente similares al calcitriol pero con
algunas modificaciones en su estructura
molecular que las hacen actuar de manera
distinta. Lo que se busca con ellas es que
tengan un efecto anticancerigeno como el
del calcitriol pero sin producir hipercalce-
mia. Ya se han producido miles de delta-
noides, pero se requieren mas estudios de
laboratorio y clinicos para garantizar su
eficacia y seguridad en la administracién
a los pacientes con cancer. ~#~
Agradecemos al Dr. Ali Halhali del Departamento de
Biologia de la Reproduccion del Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran la revision
de este articulo.
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Abstract

The DEAD box RNA helicase DDX5 is a multifunctional protein involved in the regulatory
events of gene expression. Herein, we presented evidence indicating that DDXS5 is
transcriptionally upregulated by calcitriol, the hormonal form of vitamin Ds. In silico
analysis revealed the presence of two putative vitamin D response elements (VDRESs) in the
DDXS5 promoter region. By using luciferase reporter assays, we demonstrated that the
DDXS5 promoter containing these putative VDREs significantly increased the luciferase
activity in vitamin D receptor (VDR)-positive SiHa cells upon calcitriol treatment.
Electrophoretic mobility shift assays showed the ability of VDR and retinoid X receptor to
interact only with the most proximal VDRE, while chromatin immunoprecipitation analysis
confirmed the occupancy of this VDRE by the VDR. Finally, we demonstrated that
calcitriol significantly increased both DDX5 mRNA and protein in SiHa cells. In summary,
this study shows that DDX5 gene is transcriptionally upregulated by calcitriol through a
VDRE located in its proximal promoter. Given the importance of DDX5 as a master
regulator of differentiation programs, our study suggests that the pro-differentiating
properties of calcitriol may be related with the induction of DDXS5.

Keywords
Vitamin D, RNA helicase, nuclear receptor, VDR, cervical cancer



1. Introduction

The ATP-dependent RNA helicases containing the DEAD motif (Asp-Glu-Ala-Asp) play
fundamental roles in cellular processes involving the folding dynamics of RNA structures.
Among these proteins, DDXS5, and its highly related paralog DDX17, have emerged as
essential factors in all steps of gene expression [1]. Indeed, it has been demonstrated that
DDXS is a coactivator for several transcription factors including the vitamin D receptor
(VDR) [2-9]. Furthermore, DDXS5 plays a pivotal role in RNA processing at the level of
splicing, transport and translation [10-14]. In addition, by interacting with the ribonuclease
Drosha and the RNA-binding protein DGCRS in the microprocessor complex, DDXS5 and
DDX17 act as regulators of microRNA biogenesis [1].

Calcitriol or 1,25-dihydroxyvitamin D3, is the natural activator of the VDR, a nuclear
receptor involved in a diverse array of biological processes including cell proliferation and
differentiation. Once liganded with calcitriol, VDR associates with the retinoid X receptor
(RXR) and the heterodimer recognizes specific sequences termed vitamin D response
elements (VDREs). By using this general mechanism, the activated VDR directly modifies
the expression of calcitriol-target genes [15]. Furthermore, calcitriol can indirectly affect
gene expression programs acting through intermediate molecules such as microRNAs [16].
In fact, we have recently described that calcitriol modifies the microRNA signature in SiHa
cervical cancer cells [17]. Importantly, in that study we also demonstrated that calcitriol
increased the mRNA and protein levels of Dicer, one of the essential ribonucleases in
microRNA maturation [17]. Herein, we present experimental evidence supporting that
DDXS5, a nuclear component of microprocessor complex, is also a target gene for calcitriol
in SiHa cervical cells.



2. Materials and methods
2.1 Cell culture

VDR-positive SiHa and VDR-negative C33-A cervical cells [18, 19] were purchased from
the American Type Culture Collection (Rockville, USA). Cells were cultured for 24 h prior
calcitriol treatment in DMEM supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS), 100
units/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin under standard culture conditions. Cells
were incubated in the presence of different concentrations of calcitriol (0.01 uM, 0.1 uM
and 1.0 uM) or 0.1% ethanol as vehicle in DMEM supplemented with charcoal-treated FBS
for the indicated times.

2.2 Construction of the luciferase reporter plasmid with DDX5 promoter

A luciferase reporter plasmid bearing an 860 bp fragment of the human DDXS5 gene
proximal promoter was constructed taking into account the sequence reported by Rossler et
al [20]. This DNA fragment was amplified by PCR using as a template human genomic
DNA purified from peripheral blood mononuclear cells from a healthy male donor. For
this, the following primers were used: 5’-ATTCTCGAGGCCTGCCATGTTTC-3’
(forward) and 5’-TTCTCGAGGACACCAGCCGAAG-3’ (reverse) [20]. The PCR product
was cloned into the Xhol site in the pGL4.10 reporter vector (Promega, Madison, USA),
upstream of the firefly luciferase gene, to obtain the DDX5 promoter-luciferase plasmid.
The resulting construct was confirmed by restriction enzyme digestion and DNA
sequencing analysis.

2.3 Transient transfection and dual-luciferase reporter gene assays

SiHa or C33-A cells were seeded in 6-well plates 1 day prior to transfection and then
transfected with FUGENE HD reagent (Promega). One microgram of the DDXS5 promoter-
luciferase plasmid was used for transfection in each well (during 24 h) and the Renilla
luciferase plasmid was used as internal control for normalization. After the transfection
procedure, cells were treated with calcitriol (1 uM) or ethanol (0.1% as vehicle) in DMEM
supplemented with 5% charcoal-treated FBS during 24 h. The cells were lysed with 1 X
passive lysis buffer, harvested and analyzed using a dual-luciferase reporter system
according to the manufacturer’s guidelines (Promega).

2.4 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

EMSAs were performed as previously described [19]. Table 1 shows the complementary
oligonucleotides (for double-stranded DNA probes) obtained from Integrated DNA
Technologies, Inc. (Coralville, USA). EMSAs were performed with **P end-labeled probes
containing a consensus VDRE DR4-type as a positive control, the putative VDRESs in the
human DDXS5 gene proximal promoter or mutant forms of both VDREs. Five micrograms
of SiHa nuclear extracts, 17.5 fmol of each labeled probe and 2 micrograms of poly(dI-dC)
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were added per reaction. For supershift assays, samples were incubated during at least 30
min with 3 pg of specific antibodies against VDR or RXR before the incubation of the
labeled probes with nuclear extracts. The antibodies against VDR (sc-13133 X), RXR (sc-
774 X) and a nonspecific mouse IgG (sc-2025) were obtained from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, USA). For competition studies, a 100-fold excess of unlabeled
double-stranded probe was added as a specific competitor in each reaction. The DNA-
protein complexes were resolved on 4% non-denaturing polyacrylamide gels and visualized
by autoradiography.

2.5 Chromatin immunoprecipitation assay (ChlP)

Confluent SiHa and C33-A cells incubated with 0.1 uM calcitriol or ethanol as vehicle for
3 h were used for ChIP as previously described [19]. Immunoprecipitation was performed
using an antibody against the VDR or nonspecific mouse IgG. After recovery and
purification of the DNA, PCR analysis was performed using primer pairs designed to
amplify each VDRE located in the proximal promoter region of the DDXS5 gene [21]. The
following primers were used: 5- CGGGGCGATTAGGTCATAGA-3’ and 5’-
GAGGAAGGACACCGATGACA-3’ to amplify 157 bp encompassing the VDRE-1; and
5’-TGCTTGAGGTGTGGAAAGAC-3’ and 5’-CGCTCTATGACCTAATCGCC-3’ that
span the VDRE-2 sequence to obtain a 183 bp PCR product. PCR was performed as
follows: 95 °C for 2 min, 30 cycles at 95 °C for 1 min, 60 °C for 30 s and 72 °C for 30 s
and a final extension at 72 °C for 30 s. PCR products were analyzed in 2 % agarose gels.

2.6 Reverse transcription and real-time polymerase chain reaction (RT-gPCR)

RT-qPCR assays were carried out as previously described [18]. Briefly, total RNA was
used for cDNA synthesis (performed for 90 min at 42°C) and qPCR was performed using
the TagMan Master System and specific probes from the Universal ProbeLibrary set for
human (Roche, Germany). The expression of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) reference gene was used to normalize gene expression. Primers for qPCR were
designed online wusing the ProbeFinder Assay Design Software from Roche
(http://qper.probefinder.com). The following primers were used in these experiments:
DDX5 primers: 5’-GCCATGTCGGGTTATTCG-3’ (forward) and 5’-
GGTTTCCAAACTTCTTTCCAGA-3’ (reverse); GAPDH primers: 5’-
AGCCACATCGCTGAGACAC-3’ (forward) and 5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’
(reverse). The reference sequences were NM 004396 for DDXS5 and AF261085 for
GAPDH, obtained from the GenBank.

2.7 Western Blot

Western blot was performed as previously described [18]. Briefly, 20 pg of protein samples
were used to detect DDX5 by SDS-PAGE and semidry electroblotting (1 h at 15 volts). The
primary antibodies used were: DDXS5 (sc-166167, 1:200) from Santa Cruz Biotechnology



and GAPDH (MAB374, 1:10,000) from Millipore (Billerica, USA). Blots were incubated
overnight with primary antibodies and then incubated with a secondary antibody (sc-2055,
1:10,000, Santa Cruz Biotechnology) for 1 hour. GAPDH protein was used as internal
control for normalization. The optical density of each protein band was quantitated using
the Molecular Imager ChemiDoc XRS System and the Image Lab Software (Bio-Rad,
Hercules, USA).

2.8 Statistical analysis

Each experiment was conducted at least three times. The results were expressed relative to
vehicle-treated cells (mean + S.D.). Statistical comparisons were assessed by a 2-tailed
Student's t test and differences were considered significant at P < 0.05.

Table 1. Oligonucleotides used in EMSASs. The putative DR4-type VDREs are underlined.
The mutated nucleotides are indicated with lowercase letters.

Double-stranded probe name Complementary sequences

5’- AGCTTCGGTCCACACTGGTCCAGAGAGC -3’

VDRE (DR4-type) consensus

sequence 5’- GCTCTCTGGACCAGTGTGGACCGAAGCT -3’
5’- CTGCGGCGTAGGAGGCGGTCCAGACTAT -3’
VDRE-1
5- ATAGTCTGGACCGCCTCCTACGCCGCAG -3’
5’- GGGAGGGGTGAAAGCGCGGCGATCCTGG -3’
VDRE-2
5. CCAGGATCGCCGCGCTTTCACCCCTCCC -3’
5’- CTGCGGacTAGGAGGCccTCCAGACTAT -3’
VDRE-1 mut
5’- ATAGTCTGGAGGGCCTCCTAGTCCGCAG -3’
5’- GGGAGGccTGAAAGCGacGCGATCCTGG -3’
VDRE-2 mut

5’- CCAGGATCGCGTCGCTTTCAGGCCTCCC -3’




Results
3.1 The DDX5 proximal promoter contains two putative VDRES

Analysis of a 860 bp genomic region encompassing the human DDXS5 proximal promoter
with Matlnspector (http://www.genomatix.de) [22] revealed the presence of two putative
VDREs. The identified sequences corresponded to DR4-type VDREs and were located
from -34 to -49 (VDRE-1: 5’-CGTAGGAGGCGGTCCA-3’) and from -134 to -149
(VDRE-2: 5’-GGTGAAAGCGCGGCGA-3’) upstream from the reported transcriptional
start site of DDX5 gene (Fig. la) [20]. An alignment between orthologous human,
chimpanzee and mouse DDX5 sequences wusing the ClustalW2 program
(http://ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) revealed that VDRE-1 was more similar between
these species than VDRE-2, depicting more evolutionary variation in the latter versus the

more evolutionary conserved VDRE-1 (Fig. 1b). A luciferase reporter plasmid bearing both
VDREs of the DDX5 promoter was transfected into VDR-positive SiHa cells and
transactivation studies were performed in response to calcitriol treatment. Fig. Ic, in filled
bars depicts a significant 40% increase in luciferase activity in SiHa cells incubated with
calcitriol compared to cells treated only with vehicle. Interestingly, calcitriol was unable to
affect luciferase activity in VDR-negative C33-A cervical cells (Fig. 1c, open bars) [19].

3.2 The most proximal VDRE in DDX5 promoter interacts in vitro with VDR and RXR

EMSAs were performed with both VDRE-1 and VDRE-2-DDX5 promoter elements to
determine if these sequences interact with endogenous VDR. Incubation of DDX5 VDRE-1
with nuclear extracts from SiHa cells preincubated with calcitriol resulted in the formation
of a DNA-protein complex of similar size to that formed using a consensus VDRE of DR4-
type [23] used as positive control (Fig. 2a lanes 2 and 4). A mutant form of DDX5 VDRE-1
(VDRE-1 mut) reduced the formation of the DNA-complex (Fig. 2a lane 5). A decrease in
DNA-protein complex formation was also observed in experiments incubated with a 100-
fold excess of unlabeled DDX5 VDRE-1, but no effect was seen in the presence of a 100-
fold excess unlabeled VDRE-1 mut, suggesting the specificity of DNA-protein interaction
(Fig. 2b lanes 3 and 4). To demonstrate binding of VDR/RXR heterodimer to the VDREs
sequences, we carried out EMSAs in the presence of antibodies against these transcription
factors. Fig. 2a,c depict a reduction in the intensity of DNA-complexes when anti-VDR or
anti-RXR antibodies were used, alone or in combination, suggesting that both nuclear
receptors form part of the complexes (Fig. 2a lanes 3 and 6 and Fig. 2c lanes 3, 4, 6, 7 and
9). On the other hand, the use of mouse IgG, as negative control, did not affect the complex
formation (Fig. 2a lane 7 and Fig. 2c lane 8). Interestingly, the DDX5 VDRE-2 did not
form DNA-protein complexes with SiHa nuclear extracts (Fig. 2a lanes 8 and 10).


http://www.genomatix.de/
http://ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

3.3 The VDR is recruited in vivo to the most proximal VDRE in DDX5 promoter

ChIP assays were carried out to investigate if VDR is recruited to DDX5 VDRE-1 in the
cells. Thus, SiHa cells were incubated in the presence or absence of calcitriol. Fig. 3a
shows a 157 bp PCR product in immunoprecipitates with the VDR antibody in SiHa cells
treated only with calcitriol but not in cells incubated in the presence of vehicle or the non-
specific IgG. In contrast, this PCR product was not detected in C33-A cells incubated with
calcitriol and immunoprecipitated with the antibody against VDR (Fig. 3c). The input DNA
controls amplified the appropriate product, validating the PCR in this cell line (Fig. 3¢c). As
expected from EMSA results, the VDR antibody failed to immunoprecipitate a region of
DDXS5 promoter containing the VDRE-2, whereas the respective input controls showed the
expected 183 bp PCR product (Fig. 3b).

3.4 DDX5 gene expression is stimulated by calcitriol in SiHa cervical cells

We investigated if the observed effect of calcitriol upon the DDXS5 promoter correlates with
changes in DDXS5 gene expression. For this, SiHa cells were incubated during different
periods of time with calcitriol or its vehicle, and DDX5 and GAPDH mRNA levels were
analyzed by RT-qPCR. Fig. 4a depicts the time-course of DDX5 mRNA expression and
shows a significant increase of approximately 30% in DDX5 mRNA after 3 h of treatment
in the presence of calcitriol. Fig. 4b shows that 1 uM calcitriol was the unique effective
concentration to significantly upregulate DDX5 mRNA in SiHa cells. Western blot analysis
demonstrated that calcitriol increased 30% the immunoreactive DDX5 in SiHa cells
incubated with the hormone during 5 h (Fig. 4c¢).



3. Discussion

The RNA helicase DDXS5 is involved in essential processes in mammals such as
embryogenesis and cellular growth [24]. Recent observations have connected this helicase
with the pleiotropic actions of calcitriol. In fact, DDX5 is a coactivator for the VDR-
calcitriol complex [5]. Herein, we demonstrated the ability of calcitriol to induce the
expression of DDX5 in SiHa cervical cancer cells. In a previous report we showed that
SiHa cervical cells express a functional VDR and are growth-inhibited by calcitriol [18].
On the other hand, we also demonstrated that C33-A cervical cells are refractory to
calcitriol actions because they do not express the VDR [19]. In this work, transactivation
studies using both cell lines and a calcitriol-driven-luciferase reporter containing the DDX5
promoter region described by Rossler [18] suggested that the inductive effect of calcitriol
upon DDX5 gene expression requires the VDR. Furthermore, the induction of DDXS5
mRNA was seen in SiHa cells incubated during 3 h with calcitriol. The short time in which
the induction occurs suggests that DDX5 gene promoter contains CiS acting elements,
which directly interact with activated VDR. Our bioinformatical data, together with the
results from EMSA and ChIP assays supported this hypothesis. Indeed, a pair of putative
DR4-type VDREs was found in the DDX5 proximal promoter. The results obtained from
EMSA and ChIP assays revealed that only the VDRE located in the vicinity of the DDXS5
transcriptional start site is functional. Indeed, this evolutionarily conserved among human,
mouse and chimpanzee VDRE-1 showed to be able to interact with VDR and RXR in vitro.
Most important, this VDRE-1 recruits the VDR in the presence of calcitriol in vivo. These
observations agreed with the canonical mechanism of transcriptional regulation by VDR
activated with calcitriol, in which the heterodimer VDR-RXR recruits coactivators and
transcriptional modulators into the DDXS5 promoter region (see model in Fig. 5) [15]. The
fact that VDRE-1 is functional and evolutionary conserved suggests that it may play an
important role in the regulation of DDXS gene expression. The effects of calcitriol on
DDXS5 expression might be of relevance considering the critical role of this RNA helicase
as a master regulator of cell differentiation at the level of transcription, splicing, RNA
transport, decay, ribosome assembly and microRNA maturation. In this regard, the
combined induction of DDXS5 and Dicer by calcitriol may be involved in the overall
changes on microRNA expression observed previously in calcitriol-treated SiHa cells [17].
On the other hand, it has been reported that DDXS5 activity is also modulated by several
posttraslational modifications including SUMOylation, phosphorylation and acetylation
[25-28]. In addition, interactions with other proteins are reported to regulate the localization
and function of DDXS5 [29].

Although it has been reported that the DDXS5 expression is growth- and developmentally
regulated, little is known about the factors mediating this process [24, 30]. There are
multiple reports showing DDXS5 differential expression in a variety of cancer cells
suggesting that DDXS5 expression may be important in tumorigenesis (reviewed in [1]). On
the other hand, it has been described that DDX5 controls its own expression, including that
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of its paralog DDX17 by a mechanism involving the activation of non-sense-mediated
mRNA decay machinery [31]. Given that DDXS5 is a coactivator for the VDR-calcitriol
complex [5], the results in this study also suggest that DDX5 might control its own
expression in cervical cells by interacting with the calcitriol-VDR-RXR complex in the
VDRE-1 located in its promoter as suggested in Fig. 5; which deserves to be further
investigated.

Several mitogens for keratinocyte lineage such as serum, keratinocyte growth factor,
epidermal growth factor, transforming growth factor-a, together with pro-inflammatory
cytokines such as interleukin 1B, tumor necrosis factor a and interferon y are inducers of
DDXS5 expression during skin repair [24, 32]. Interestingly, some of these factors are also
inducers of the calcitriol-activating enzyme CYP27B1 and the VDR in vascular tissue and
skin [33, 34], suggesting that under conditions of wound healing both DDX5 and calcitriol
are needed for this process to proceed, and that, as the results herein presented suggest,
DDXS5 is a target of calcitriol. Indeed, herein we demonstrated that DDXS5 is induced by
calcitriol, which to our knowledge is the first description of DDX5 regulation by a member
of the nuclear receptor superfamily. Additionally, our findings contribute to increase the
understanding about the hormonal regulation of RNA helicases, that with the exception of
testis-specific GRTH/DDX25 [35], very little is known on the mechanism involved in their
gene regulation.

Of note, a previous report concluded that DDX5 mRNA and protein expression was not
affected in both HaCaT keratinocytes and HEK293AD cells incubated with 0.2 uM
calcitriol during 16 h [5]. In contrast, in this study, we detected a transient and moderate
upregulation of DDX5 mRNA and protein by calcitriol (aprox. 1.3-fold) in SiHa cells
incubated with 1 uM calcitriol during 3 h and 5 h, respectively. However, the expression of
DDX5 mRNA was unaffected by calcitriol when using lower concentrations than 1 uM or
longer incubation times than 3 h. These differences in incubation times and concentrations
tested might explain the discrepancy between previous results [5] and ours.

4. Conclusions

The DDXS5 gene 1s upregulated by calcitriol in SiHa cells through a mechanism involving
the interaction of VDR with a VDRE DR4-type in the proximal promoter. Our results
suggest that within the actions of calcitriol, those related to regulation of DDXS5 expression
may play a significant physiological role in cell differentiation mechanisms.
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Figure captions

Fig. 1 The human DDXS5 promoter contains two putative vitamin D responsive elements, of
which the VDRE-1 is functional and the most evolutionary conserved. a) Schematic
representation of the DDX5 gene depicting both VDREs, referred as proximal (VDRE-1) or
distal (VDRE-2). TSS is the transcriptional start site. b) Nucleotide sequence alignment of
the VDRESs located in the proximal DDX5 promoter from three different species (Homo
sapiens, Hsa; Pan troglodytes, Ptr and Mus musculus, Mmu). The VDREs are shown in
bold letters and the hexanucleotide repeats are underlined. Asterisks indicate identity
among the three species and the Inr sequence described in human DDXS5 gene promoter is
highlighted. c) Calcitriol transactivates the DDXS5 promoter in VDR-positive SiHa cells but
not in VDR-negative C33-A cells. Luciferase reporter assays were performed in SiHa cells
(filled bars) or in C33-A cells (open bars) transfected with DDXS5 luciferase reporter
plasmid. Transfected cells were incubated during 24 h in the presence of 1 uM calcitriol (+)
or ethanol as its vehicle (-). Results are expressed as the ratio of dual luciferase activities.
Bars represent the mean + SD of three independent experiments. *P<0.05 vs vehicle

Fig. 2 The proximal VDRE in the DDXS5 promoter interacts in vitro with endogenous VDR
and RXR in SiHa cervical cells. a) Nuclear extracts of SiHa cells treated with 0.1 uM
calcitriol were incubated with the indicated radiolabeled-probes for a canonical DR4-
VDRE or wild-type and mutant forms of both VDREs (VDRE-1 and VDRE-2) in the
DDXS5 promoter. A VDR antibody or an unspecific mouse IgG was used. b) Before the
incubation of SiHa nuclear extracts with a radiolabeled-probe for wild type VDRE-I,
EMSA reactions were preincubated with either an excess of unlabeled wild type VDRE-1
or an excess of unlabeled mutant form of this VDRE-1. ¢) EMSA reactions on labeled wild
type VDRE-1 were performed with SiHa nuclear extracts in the presence of VDR and RXR
antibodies. In all cases, representative EMSAs are shown

Fig. 3 The proximal VDRE in the DDXS5 promoter interacts in vivo with VDR in SiHa cells
but not in C33-A cells. Chromatin immunoprecipitation analysis were performed on SiHa
cells incubated in the presence of 1 uM calcitriol (+) or ethanol as its vehicle (-) during 2
h. Soluble chromatin was immunoprecipitated with an antibody against VDR and subjected
to PCR analysis with appropriate set of primers flanking the VDRE-1 (a) or VDRE-2 (b) in
the DDXS5 promoter. A non-specific IgG was used as negative control. ¢) A similar
experiment was performed in C33-A cervical cells for VDRE-1
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Fig. 4 Calcitriol increases both DDX5 mRNA and protein expression in SiHa cervical cells.
SiHa cells were incubated during variable times in the presence of 1 uM calcitriol or 0.1%
ethanol as its vehicle (a), or incubated with increasing calcitriol concentrations or 0.1%
ethanol as its vehicle (b) before total RNA isolation. DDX5 mRNA levels were normalized
to GAPDH mRNA and results were represented relative to values from vehicle-treated
cells, which were set to 1. Data are presented as mean £ SD from three independent
experiments performed in triplicate. *P<0.05 vs vehicle. ¢) Western blot analysis to detect
DDX5 (68 kDa) was performed in SiHa cells treated with 1 pM calcitriol or 0.1% ethanol
as its vehicle for 5 h. GAPDH (37 kDa) was used as a loading control. A representative
western blot is shown. Numbers indicate relative levels of DDXS5 after normalization to
endogenous GAPDH (n=3)

Fig. 5 Schematic illustration of the VDRE-dependent induction of the human DDX5 gene
by calcitriol. The activation of VDR by calcitriol promotes the interaction of the
heterodimer VDR-RXR with the DDX5 human proximal promoter via a conserved VDRE.
This interaction promotes the recruitment of coactivators and transcriptional modulators,
which in turn increases the transcription of DDXS5 gene. The higher bioavailability of
DDX5 protein might be involved in transcriptional regulation and transcript processing of
calcitriol-responsive genes. As a coactivator, DDX5 might regulate its own gene
transcription (dotted line)
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